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ALI VISOKO MALIGNI B-CELICNI LIMFOMI, DVOJNI
EKSPRESORJI, RES POTREBUJEJO INTENZIVNEJSO
KEMOTERAPIJO?

Lucka Boltezar"?, Samo Rozman', Gorana Gasljevi¢!, Biljana Gréar Kuzmanov!,
Barbara Jezersek Novakovi¢!*

' Onkoloski institut Ljubljana, Zaloska cesta 2, 1000 Ljubljana, Slovenija
? Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Viazov trg 2, 1000 Ljubljana , Slovenija

Elektronski naslov: Iboltezar@onko-i.si

Izvlecek

Velikoceli¢ni B limfomi z BCL2 in BCL6 preureditvijo so imenovani "double-hit” oziroma triple-
hit” limfomi, z imunohistokemi¢no ekspresijo pa dvojni ekspresorji (DE) in vsi imajo slab3o prognozo
od klasi¢nih velikoceli¢nih limfomov B. Opravljena je bila $tudija vseh bolnikov z visoko malignimi
B limfomi in difuznim velikoceli¢nim limfomom B, zdravljenih na Onkoloskem institutu Ljubljana
med leti 2017 in 2021. Ve¢ina izmed 154 vklju¢enih bolnikov je bila zdravljenih z R-CHOP terapijo
(rituksimab, ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin in prednizon), mediani ¢as spremljanja bolnikov je
bil 22 mesecev. 110 bolnikov (71,4 %) ni imelo ponovitve bolezni v opazovanem obdobju. V primerjavi
Stirih uporabljenih terapevtskih protokolov v skupini DE nismo nasli razlik v prezivetju (p = 0,712).
Prezivetje bolnikov z “double-hit” in “triple-hit” limfomi je bilo, pri¢akovano, slabo. Nasi podatki
kazejo, da je velik del bolnikov z DE, zdravljen z R-CHOP in standardno CZS profilakso, tudi uspesno

ozdravljen. Za potrditev nasih izsledkov so potrebne vedje randomizirane raziskave.

Uvod

V letu 2016 objavljena prenovljena klasifikacija Svetovne Zdravstvene Organizacije
(SZO) je dodala obvezno molekularno testiranje v diagnostiki difuznega velikoceli¢nega
limfoma B (DVCBL) v vsakodnevno prakso hematopatologov (1). Velikoceli¢ni B
limfomi z MYC preureditvijo in »B-cell lymphoma 2« (BCL2) ter »B-cell lymphoma
6« (BCL6) preureditvijo so bili klasificirani kot »double-hit« (DHL) in »triple-hit«
(THL) limfomi. V kolikor pa kromosomske preureditve niso prisotne in celice izrazajo
MYC in BCL2 proteina le imunohistokemi¢no, se tak limfom imenuje dvojni ekspresor
(DE) DVCBL (1). V letu 2022 posodobljena SZO klasifikacija ukinja BCL6 in ohranja
le MYC in BCL2 prerazporeditvi kot definicijo »double-hit« limfomov (2). Incidenca
DHL, THL in DE variira. V literaturi je opisano od 7 % DHL v populaciji DVCBL(3)
do 14 % DHL in 34 % DE (4). V splosnem se ocenjuje, da so DE prisotni v 20 do
30% pri novoodkritem DVCBL (2,5). Standardno zdravljenje DVCBL je R-CHOP
(rituksimab, ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin in prednizon), a mednarodne
smernice priporocajo intenzivnejSo kemoterapijo za DHL in THL(6), medtem ko
priporodila za DE niso tako jasna in so dokazi o potrebnem intenzivnej$em zdravljenju
DE limfomov Sibkejsi (7,8). DE DVCBL imajo slabse prezivetje brez napredovanja
bolezni (PFS) in celokupno prezivetje (OS) kot standardni DVCBL, in to ne glede na
mednarodni prognosti¢ni indeks (IPI) ali celico izvora (1,9).
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Namen nase raziskave je bil dolo¢iti incidenco DHL, THL in DE limfomov v nasi
seriji bolnikov z DVCBL in oceniti njihove klini¢ne karakteristike, prvo zdravljenje in
primerjati prezivetje med tistimi, ki so bili zdravljeni s standardnim R-CHOP in tistimi,
ki so bili zdravljeni z intenzivnej$imi protokoli.

Metode

Retrospektivno smo analizirali vse bolnike z DVCBL in visoko malignimi B-celi¢nimi
limfomi z MYC in BCL2 ter BCL6 preureditvami, ki so bili diagnosticirani na
Onkoloskem institutu med leti 2017 in 2021. V nadaljnje analize smo vklju¢ili le bolnike
z diagnozo DE DVCBL, DHL in THL. Vkljuceni so bili vsi tisti, ki so dobili vsaj en
ciklus sistemskega zdravljenja, medtem ko smo izkljudili tiste, ki za sistemsko zdravljenje
niso bili sposobni oziroma so bili le paliativno obsevani. Zajeli smo demografske podatke,
izra¢unali IPI in zabeleZili sheme zdravljenja. Upostevali smo prvi red zdravljenja za
DE/DHL/THL, torej, ¢e je bila diagnoza DE postavljena ob ponovitvi bolezni, smo
upostevali zdravljenje, ki ga je bolnik dobil za DE diagnozo. Podatke o prezivetju smo
pridobili iz Registra raka na dan 9.5.2022. Raziskavo je odobrila komisija za klini¢ne
raziskave Onkoloskega instituta (KSOPKR-0088/2021) in Eti¢na komisija Onkoloskega
intituta (EK-0100/2021).

Vzorce tkiva sta lo¢eno pregledali izkuseni hematopatologinji, ki nista imeli podatkov
o klini¢nem poteku bolezni. Po odditku sta rezultate primerjali ter primere, kjer sta
se odlo¢ili drugace, skupaj pregledali pod mikroskopom ter podali kon¢no mnenje.
DVCBL smo razdelili glede na celico izvora na aktivirani B-celi¢ni podtip (ABC) ter
podtip germinalnega centra (GCB), glede na Hansov algoritem (10).

Za demografske podatke smo uporabili deskriptivno statistiko ter Mann-Whitneyev
neparametri¢ni test. PreZivetje smo ocenili s Kaplan-Meier metodo in razlike iskali z log-
rank testom. P vrednost manj kot 0,05 smo $teli kot statisti¢no znacilno. Uporabili smo

program IBM SPSS Statistics, verzijo 26.

Rezultati

Skupno je bilo pregledanih 309 primerov DVCBL in 22 primerov visoko malignih
B-celi¢nih limfomov. 161 (52,1 %) jih je bilo opredeljenih kot DE DVCBL. 16 bolnikov
je bilo DHL (4,8 %) ter pet bolnikov THL (1,5 %). Ob upostevanju zgoraj nastetih
izklju¢itvenih kriterijev, smo nadaljnje analizirali 154 bolnikov. Izmed 154 bolnikov jih
je bilo 135 DE, 16 DHL in 3 THL. Osemdeset od 135 je imelo ABC podtip in 55 GCB
podtip. Mediana starost bolnikov je bila 70 let (razpon 21-91). Mediano $tevilo ciklusov
zdravljenja je bilo 6. B simptome je imelo 42 % bolnikov, ekstranodalno prizadetost pa
48 % bolnikov. Povi$ano vrednost laktatne dehidrogenaze (LDH) v krvi je imelo 55,8 %
bolnikov. Mediana vrednost IPI je znagala 3.

Bolnike smo razdelili v $tiri skupine glede na terapijo, ki so jo prejeli. Skupino A so
predstavljali bolniki, zdravljeni z R-CHOP (ali R-mini-CHOP pri starejsih bolnikih),
skupino B bolniki, ki so bili zdravljeni z R-CHOP in srednjo dozo metotreksata
(0,5 mg/m?), skupino C so predstavljali bolniki, ki so bili zdravljeni z R-DA-EPOCH
(rituksimab, doksorubicin, ciklofosfamid, etopozid, vinkristin, prednizolon) in skupino
D so predstavljali bolniki, ki niso bili zdravljeni z antraciklini (razlogi za to: kardiolosko
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obolenje, zdravljenje z antraciklinom v preteklosti zaradi drugega malignoma ali pa
relaps DE/DHL/THL in je bil bolnik Ze v prvem redu zdravljen z antraciklinom
zaradi druge vrste limfoma). V skupini A je bilo 109 bolnikov (70,8 %), v skupini B 10
(6,5 %), v skupini C 19 (12,3 %) in v skupini D 16 (10,4 %) bolnikov. Profilakso
centralnega Zivénega sistema (CZS) je dobilo 78 bolnikov (50,7 %), ve¢inoma z
intratekalno kemoterapijo (75/78), trije pa z visoko dozo metotreksata intravenozno.

Od zajetju podatkov je bilo 105 bolnikov e zivih (68,2 %). Izmed 49 umrlih, jih je 37
umrlo zaradi limfoma oziroma vzroka, povezanega z limfomom (75,5 %) in 12 zaradi
drugih razlogov (24,5 %). Mediani ¢as spremljanja je bil 22 mesecev. 118 bolnikov
(76,6 %) je po zaklju¢enem prvem zdravljenju doseglo popolno remisijo, 6 bolnikov
(3,9 %) delno remisijo, eden je imel stabilno bolezen in 19 bolnikov (12,3 %) je imelo
progres bolezni ze tekom prvega zdravljenja. 110 bolnikov ni imelo ponovitve bolezni
v opazovanem dasu (71,4 %), 34 jih je imelo progres med ali takoj po zdravljenju
DE/DHL/THL (21,1%) in za 10 bolnikov ocena izhoda zdravljenja ni bila mozna
(razlogi: izgubljeni iz kontrol, zavrnil evaluacijo, odSel v tujino). Izmed 34 bolnikov, ki so
imeli napredovanje bolezni, jih je imelo sistemsko ponovitev 26 (76,5 %) in 8 ponovitev

v CZS (23,5 %).

V skupini dvojnih ekspresorjev je bilo 135 bolnikov - 65 moskih in 70 Zensk. Mediana
starost je bila 70 let. Mediana IPI vrednost je bila 3. V terapevtski skupini A je bilo
100 bolnikov (74,1 %), v terapevtski skupini B 8 (5,9 %), v terapevtski skupini C 14
(10,4 %) in v terapevtski skupini D 13 bolnikov (9,6 %). Umrlo je 37 bolnikov, od tega
27 zaradi limfoma ali z limfomom povezanih razlogov (20,9 %). Ocenjeno petletno
celokupno prezivetje za celotno skupino je znasalo 57,1 % (95 % interval zaupanja (IZ)
45,9 % - 68,3 %) in ocenjeno petletno preZivetje brez napredovanja bolezni 76,5 %
(95 % 1Z72,6 % - 80,4 %). Analize podskupin podajamo v troletni oceni, saj je petletna
ocena skupine D 0 %: triletno celokupno prezivetje A skupine je znasalo 71,0 %
(95 % 1Z 66,0 % - 76,0 %), 70,0 % za terapevtsko skupino B (95 % IZ 51,8 % - 88,2 %),
77,9 % za terapevtsko skupino C (95 % IZ 66,6 % - 89,2 %) in 69,2 % za terapevtsko
skupino D (95% IZ 56,4% - 82,0 %). Med skupinami ni bilo statisticno pomembne
razlike v prezivetju (p = 0,712). Ocenjeno triletno preZivetje brez napredovanja
bolezni je bilo 71,4 % za skupino A (95 % I1Z 66,6 % - 76,2 %), 65,6 % za skupino B
(IZ % CI 44,7 % - 86,5 %), 83,9 % za skupino C 95 % IZ 73,5 % - 94,3 %) in
80.8 % za skupino D (95 % IZ 68,6 % - 93,0 %). Tudi tu med skupinami ni bilo statisti¢no
pomembne razlike v prezivetju (p = 0,843).

Prianalizi prezivetja glede na celico izvora nibilo razlik med ABC in GCB podskupinama,
ne v celokupnem prezivetju (p = 0,681), ne v prezivetju brez napredovanja bolezni
(p = 0,297). Ocenjeno triletno celokupno preZivetje ABC podskupine je bilo 66,8 %
(95 % IZ 60,8 % - 72,8 %) in ocenjeno triletno celokupno prezivetje GCB podskupine
77,1% (95 %1Z71,2 % - 83,0 %). Ocenjeno triletno prezivetje brez napredovanja bolezni
pri ABC podskupini je bilo 68,3 % (95 % IZ 62,4 % - 74,2 %) in pri GCB podskupini
79,4 % (95 % 1Z273,5% - 85,3 %).

Pri analizi prezivetja DE bolnikov glede na IPI prognosti¢ne skupine, je bila statisti¢no
vi$je tveganje za smrt pri skupini IPI visoko tveganje (razmerje tveganj 7,68, 95 % IZ
2,32 - 25,49, p = 0,001), medtem ko v drugih IPI skupinah tveganje ni bilo znacilno

vije.
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Podskupina DHL in THL je $tela le 19 bolnikov, 16 od tega jih je imelo DHL. Mediana
starost DHL podskupine je bila 69 let in THL skupine 66 let. Osem bolnikov je doseglo
popolno remisijo po prvem zdravljenju, pet bolnikov je dozivelo ponovitev bolezni in za
tri bolnike ocena izhoda po kon¢anem zdravljenju ni bila mozna.

Ocenjeno petletno celokupno prezivetje za DHL podskupino je bilo 32,4 % (95 % 1Z
16,6 % — 48,2 %), vsi trije bolniki z THL pa so pokojni oziroma izgubljeni iz sledenja.
Petletno prezivetje brez napredovanja bolezni za DHL podskupino je bilo 34,9 %
(95 % IZ 18,1 % — 53,0 %). Analize glede na terapevtske podskupine ter IPI kategorije

niso bile narejene zaradi majhnosti vzorca.

Razprava

V naso Studijo smo zajeli vse bolnike z difuznim velikoceli¢nim B limfomom, dvojnim
ekspresorjem ter »double-hit« ali »triple-hit« limfomom, zdravljene v nasi ustanovi
z razli¢nimi terapevstkimi shemami. Nasa skupina se glede na razmerje bolnikov v DEL
in DHL ter THL skupini ne razlikuje mo¢no od literature (11). Tudi mediana starost
70 let je enaka kot v predhodnih $tudijah (9). V nasi skupini smo belezili nizje
IPI vrednosti, manj bolnikov s povi$ano koncentracijo LDH ter manj bolnikov z
ckstranodalno manifestacijo bolezni kot v objavljeni literaturi (12), kar so vse znani
dejavniki, ki vplivajo na bolnikovo prognozo. To visje razmerje v korist dobrih
prognosti¢nih dejavnikov lahko delno razlozi nase dobre rezultate prezivetja, vendar ne
popolnoma, saj gre za analizo vseh bolnikov, ki so bili zdravljeni na OI in ne $tudijsko
odbrano skupino. Nizje IPI kategorije v nasi skupini lahko delno razlozijo visok delez
popolnih remisij po prvem redu zdravljenja, ki je bil dosezen v nasi $tudiji in je visji kot
ga navaja literatura (9).

V nasi Studiji smo belezili relativno visok delez DE DVCBL bolnikov izmed vseh
DVCBL (52,1 %), kar lahko razlozimo s striktno natan¢nostjo nasih patologov, ki se
drzijo priporodil SZO, da je za BCL2 pozitiven izvid potrebno ve¢ kot 50 % izrazanje
proteina v vzorcu. V nedavno objavljeni metaanalizi Hwanga s sodelavci so ugotovili,
da se le 51 % objavljenih mednarodnih $tudij drzi meje 50 % za pozitiven izvid BCL2,
medtem ko druge Studije uporabljajo visjo mejo (najveckrat 70 %) (5).

V primerjavi z literaturo je prezivetje nasih DHL bolnikov relativno nizko (12), vendar
je treba poudariti, da gre za zelo majhno skupino bolnikov. Nase prezivetje DEL
bolnikov pa je zelo visoko, dosega celo prezivetja ostalih DVCBL bolnikov (13), ki so
bili zdravljeni le z R-CHOP. Razlik med prezivetji terapevtskih podskupin nismo nasli,
vendar gre za neenakomerno porazdeljene skupine, saj bolniki niso bili randomizirani
v $tudijo, ampak zdravljeni po obstoje¢i doktrini in glede na specialistovo odloc¢itev ter
stanje bolnika. Vendar vseeno mislimo, da nasi rezultati doprinesejo k znanju v literaturi,
da ne potrebujejo vsi DE bolniki intenzivnejSega protokola zdravljenja in so v veliki
meri lahko ozdravljeni le z R-CHOP terapijo. Medtem ko so smernice za DHL in THL
jasne, da so potrebni intenzivnej$i protokoli zdravljenja, pa so manj jasne in z dokazi
podprte glede intenzivnej$ega zdravljenja DE limfomov. Gre za manjse Studije mlajsih
bolnikov (7,8), ki starostno ne ustrezajo realnim pacientom z DE DVCBL. Nekaj $tudjj
je ze objavljenih s primerjavo R-DA-EPOCH in R-CHOP pri DE bolnikih (14-16) in
niso pokazale razlik v prezivetju med R-CHOP in intenzivnej$imi protokoli, tako kot
nasa analiza. In tudi v nasi $tudiji ponovno potrdimo, da je IPI to¢kovalnik $e vedno eno
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najmoc¢nejsih orodij za napovedovanje prognoze pri bolnikih z DVCBL.

Glavna prednost nase $tudije je, da gre za dosedaj najvedji zajem in analizo zaporednih
bolnikov z DE DVCBL, zdravljenih v istem centru, ki so bili delezni enake obravnave
s strani istih zdravnikov specialistov glede na njihovo stanje zmogljivosti in pridruzene
bolezni in zatorej niso izbrana populacija za klini¢ne $tudije. Druga prednost je gotovo ta,
da sta vse vzorce pregledali lo¢eno dve hematopatologinji. Glavna pomankljivost $tudije
je neenakomerna porazdelitev bolnikov med terapevstkimi skupinami, retrospektivna
narava $tudije in majhen vzorec bolnikov.

Zakljucek

Nasi podatki kazejo, da je velik del bolnikov z DE, zdravljen z R-CHOP in standardno
CZS profilakso, tudi uspesno ozdravljen. Primerjava preZivetij razliénih terapevtskih
skupin ni pokazala razlik med prezivetjem glede na uporabljeni protokol zdravljenja.
Glede na rezultate nase raziskave vsi DE bolniki verjetno ne potrebujejo intenzivnejsega
zdravljenja. Za potrditev nasih izsledkov so potrebne vedje randomizirane raziskave.
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Izvleéek

AAktualna dozimetri¢na raziskava potrjuje, da bi del bolnikov s karcinomi prostate lahko bil
obravnavan s kombinacijo volumetri¢no modulirane lo¢ne terapije (VMAT) prostate (in medeni¢nih
bezgavk) ter zaporednega stereotakti¢nega obsevanja (SBRT) prostate. Cilj raziskave je bil razvoj
metode za naértovanje tovrstnega obsevanja.

Kljuc¢ne besede: radioterapija, karcinom prostate, SBRT, brahiterapija

Uvod

Priporoden nacin obsevanja bolnikov z nemetastatskim hormonsko ob¢utljivim rakom
prostate srednje rizicne skupine z neugodnimi dejavniki in visoko rizi¢ne skupine
je bodisi zunanje obsevanje (TRT) z ckvivalentnimi dozami med 76 in 80 Gy ali
kombinacija zunanjega (TRT) in notranjega (BRT) obsevanja, ki je lahko izpeljano kot
obsevanje z visoko (HDR) ali nizko hitrostjo doze (LDR) (1).

Jasno je, da vi$ja doza pomeni boljso kontrolo, tudi pri dozah nad 80 Gy. Obsevanje
katerega doze ali dozni ekvivalenti presegajo sedaj priporocljive doze zunanjega obsevanja
nudi bolj$o lokalno kot tudi sistemsko kontrolo bolezni (2,3) in verjetno izboljsa tudi

prezivetje bolnikov (4,5).

Zapleti takega zdravljenja, tako akutni kot tudi kroni¢ni so sprejemljivi, vendar so lahko
izrazitej$i kot pri konvencionalnem zunanjem obsevanju in lahko znizajo kvaliteto
zivljenja (3).

V preteklosti, ko je bil cilj obsevanja celotna prostata, so bili dozni ekvivalenti 90 Gy in
ve¢ varno dosegljivi le s kombinacijo zunanjega in notranjega obsevanja. Kombinacijo
zunanjega obsevanja in brahiterapije visoke hitrosti doze (HDRB) odlikuje ve¢ kot
95 % lokalna kontrola, priblizno 90 % dolgoletna biokemi¢na kontrola pacientov s
srednje rizi¢nimi in priblizno 80 % biokemi¢na kontrola bolnikov z visoko rizi¢nimi
znacilnostmi karcinomov (8-9).

HDRB prostate je zaradi nujnega vstavljanja vodil v prostato invaziven poseg, ki
je za bolnike neprijeten in tudi ni pri vseh izvedljiv, bodisi zaradi anatomskih ali
funkcionalnih znacilnosti, lahko pa tudi zaradi tveganj povezanih z anestezijo. Nasa zelja
je, da bi z zunanjim obsevanjem, ki z dozo in frakcionacijo posnema BRT, omogo¢ili
ucinkovito zdravljenje karcinoma prostate tudi tistim bolnikom, ki niso zdravljeni z
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BRT (neizvedljivost posega, zavradanje zaradi invazivnosti, ter pri posameznikih, pri
katerih soc¢asno dodatno obsevanje tumorskih zari$¢ ni sprejemljivo zaradi obsevanja
medeni¢nih bezgavk).

Pri oblikovanju obsevalnega protokola je bilo v ospredju pet izhodis¢:

1)  Kombinacija TRT in HDRB s 3 x 6 — 7 Gy je ucinkovita. V seriji 88 bolnikov,
ki so bili na OI zdravljeni med 2006 in 2011 s kombinacijo zunanjega obsevanja
(50.4 Gy/28 frakcij) in HDRB obsevanja (3 x 6 — 7 Gy) je bil lokalni recidiv po 8 letih
s sistematsko uporabo PET CT slikanja s holinom ob biokemi¢nem recidivu ugotovljen
pri le 3 bolnikih, biokemi¢na kontrola po 5 letih je bila dosezena pri 96 % bolnikov s

srednje oz. 84 % bolnikov z visoko rizi¢nimi zna¢ilnostmi karcinomov.

2) Zunanje obsevanje je lahko podobno udinkovito kot BRT, ob uporabi primerljive
doze in frakcionacije (10).

3) Pri praviloma multifokalni rasti karcinoma prostate je za vzpostavitev lokalne kontrole
klju¢na kontrola dominantne tumorske lezije. Hkrati s tem se obdrzi obicajne doze za
obsevanje preostale prostate in zagotovi u¢inkovitost, ki je vsaj primerljiva obsevanju z
obi¢ajnimi dozami (2,11).

4) Z dvigom doze nad 80 Gy lahko pridejo v ospredje urinarne tezave, ki so posledica
poobsevalne poskodbe prostati¢ne se¢nice in morda tudi uretralnega sfinketra, kar je
nujno upostevati pri opredelitvi rizi¢nih organov. Za opredelitev dozno-volumskih
omejitev smo upostevali, da je poskodba odvisna tako od maksimalnih doz kot tudi doze
na celotno se¢nico (12,13).

5) Z upostevanjem relativnih dozno volumskih omejitev za se¢nik in rektum, ki jih
uporabljamo za ekstremno hipofrakcionirano obsevanje se zagotovi varnost obsevanja,
in prepredi porast poobsevalnih okvar se¢nika in rektuma (14).

Cilj in namen raziskave

Cilj raziskave je bil razvoj metode za nalrtovanje stereotakti¢nega obsevanja (SBRT)
prostate kot dodatka (boost) k volumetri¢no modulirani lo¢ni terapiji (VMAT) prostate
(in medeni¢nih bezgavk). Dose¢i moramo predpisano dozo tarénih volumnov, ne da bi
presegli dozne omejitve za riziéne organe. S tem smo opredelili izvedljivost na¢rtovanega
obsevanja z namenom priprave klini¢nega protokola in dejanske izvedbe obsevanja.

Metoda dela in rezultati

Za potrebe raziskave je bila uporabljena slikovna dokumentacija 10 bolnikov z na
prostato omejenimi karcinomi, z volumnom prostate pod 50 cm? in z jasno dominantno
lezijo na magnetno resonan¢nem slikanju (MR). Izkljuceni so bili bolniki, pri katerih
je dominantna lezija obras¢ala se¢nico v ve¢ kot polovici obsega secnice ali je bila
lokalizirana izkljué¢no med se¢nico in rektumom. Vsi bolniki so imeli na OI Ljubljana
standardno pripravo z ratunalnisko tomografijo (CT) in MR, pri vseh so bila vstavljena
3 markirna zlata zrna, dodatno je bil za potrebe raziskave vstavljen urinski kateter Ch12.
Nespremenjena je bila opredelitev rizi¢nih organov zunanje konture se¢nika in rektuma
(debelina stene se¢nika je standardizirana na 3 mm). Dodatno je bila kot rizi¢ni organ
vrisana se¢nica, ki je bila opredeljena z obrisom urinskega katetra od baze prostate do
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notranjega uretralnega sfinktra, in PRV (nalrtovalni volumen kriti¢nega organa)
se¢nice z varnostnim robom 1 — 2 mm oz. 3 mm kranialno ter z vkljuditvijo notranjega
uretralnega sfinktra. Z namenom optimizacije izracuna doz, so bile pri prvih treh
pacientih uporabljene razli¢ne opredelitve volumnov PTV (planirni taréni volumen)
s kon¢no verzijo, ki je bila nato uporabljena pri vseh zacetnih in tudi nadaljnjih sedmih
bolnikih. V kon¢ni verziji smo predpisali dozo na tri volumne:

® GTVp (tumorski volumen prostate), ki obriSe dominantno lezijo kot je prikazana s T2
sekvencami MR iz katerega je izklju¢en PRV se¢nice,

e CTVp (klini¢ni tar¢ni volumen prostate), ki predstavlja zunanjo konturo prostate

® PTVp (planirni taréni volumen prostate), ki predstavlja prostato z varnostnim robom
5 mm oz. 3 mm dorzalno.

Pri izbranih 10 bolnikih je bila mediana velikosti CT Vp 43,3 cm? (15,4 cm® - 59,0 cm?).
Mediana velikosti dominantne lezije je bila 3,8 cm?® (2,0 cm?® - 26,5 cm?), pri ¢emer je
dominantna lezija predstavljala 10,5 % prostate - mediana, (razpon: 5,5 % — 58,2 %).

Obsevalne na¢rte za SBRT boost smo pripravili v treh frakcijah kot VMAT obsevalne
na¢rte dveh polnih lokov, 6 MV FFF zarkov.

Iskali smo splo$ni dozni predpis, kjer bi ob $e sprejemljivi toksi¢nosti na rizi¢ne
organe, dodali kar se da visoko dozo na prostato in dominantno lezijo. Izdelamo lahko
SBRT boost obsevalne naérte (plane) z visokodoznim obmoéjem na dominantno
intraprostatino lezijo ob sprejemljivi dozi na se¢nico, a moramo zaradi omejitve
doze na se¢nico omejiti tudi dozo boosta. Ostali rizi¢ni organi ne predstavljajo tezav.
Dozo smo pri SBRT boostu omejili z D1% < 18,9 Gy na PRV se¢nice. Izkaze se, da na
celotno prostato lahko dodamo $e 15 — 16 Gy, na dominantno intraprostati¢no lezijo pa
18 - 20 Gy.

Oblikovan splosni dozni predpis SBRT boosta je predstavljen v Tabeli 1. Z najvisjo,
a navzgor omejeno dozo, obsevamo dominantno lezijo: GTVp: 3 x 6,5 Gy;
D98% > 18 Gy; D1% < 20 Gy. Doza na celotno prostato CTVp je: 3 x 6 Gy ;
D98% > 16 Gy; V 100 > 70 %, na robu prostate pa doza lahko pade do pokritosti PTVp
D98% > 14 Gy.

Pri zadetnih naértih smo poleg dominantne lezije opredeljevali tudi podroéje v katerem
doza pade od predpisane doze na dominantno lezijo do doze predpisane na celo prostato.
Ta predpis postane pri izvedbi nacrtov trivialno izpolnjen in ga zato ni potrebno posebe;j
opredeljevati.
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Tabela 1: Dozno volumski predpisi in omejitve za SBRT boost obsevalne nadrte
(plane) in dosezene vrednosti za 10 SBRT boost na¢rtov. Omejitve v rde¢em so nujne,
zelene pa dosegamo opcijsko. GTVp: tumorski volumen prostate, CTVp: klini¢ni
tar¢ni volumen prostate, PTVp: planirni tar¢ni volumen prostate, PRV: nadrtovalni
volumen kriti¢nega organa, D%: doza, ki jo prejme nevedeni odstotek volumna, VGy:

volumen, ki prejme navedeno dozo, Dmean: srednja doza, Dmax: maksimalna doza.

TARCNI VOPUMNI DOZNO REZUILTAT SBRT DELEZ PIJAN ov
IN RIZICNI VOLUMSKE v Z DOSEZENIM

ORGANI OMEJITVE {EmpEsfe S=ariey CILJEM
GTVp D98% > 18 Gy 18,9 £ 0,2 Gy 10/10
D1% < 20 Gy 19,9+ 0,1 Gy 10/10
CTVp D98% > 16 Gy 17,3+ 0.4 Gy 10/10
V18 Gy > 70 % 82,9 + 8,1 Gy 10/10
PTVp D98% > 14 Gy 14,5 + 04 Gy 10/10
rektum V15Gy < 1ml 0,7+ 0,2 ml 10/10
V13,5Gy<15% 35+£1,0% 10/10
V129Gy<5% 45+13% 9/10
V11,85 Gy < 14 % 6,7+ 1,9 % 10/10
V11,25Gy<35% 83+£23% 10/10
V9,9 Gy < 45 %; <22 % 13,3+£3,5% 10/10
V7,95 Gy<35% 28,0 +£ 9,4 % 10/10
se¢ni mehur D1% < 18,75 14,7 +2,3 Gy 10/10
stena mehurja V18 Gy < 2 ml 0,04 + 0,1 ml 10/10
V15,9 Gy <2 ml 1,0 + 0,6 ml 10/10
V5,94 Gy < 15 ml 8,1+2,2ml 10/10
anus V10,8Gy<16% 37+43% 10/10
Dmean < 7,95 Gy 2,8+12Gy 10/10
se¢nica PRV D1% < 18,9 Gy 18,4+ 0,1 Gy 10/10
V 18 Gy < 65 %; < 46 % 258+ 8,7 % 10/10
V 15,9 Gy < 60 % 583+1,7% 10/10
bulbus Dmax < 13,8 Gy 37+ 4,1 Gy 10/10
kolki Dmax < 10,8 Gy 5.9 £ 0,8 Gy 10/10

CTVp: klini¢ni taréni volumen prostate, PTVp: planirni taréni volumen prostate,

PRV: nalértovalni volumen kriti¢nega organa, D%: doza, ki jo prejme nevedeni odstotek volumna,
VGy: volumen, ki prejme navedeno dozo, Dmean: srednja  doza, Dmax: maksimalna doza

Na podlagi doznega predpisa smo izdelali obsevalne naérte za 10 bolnikov raziskave.
Pri teh naértih smo zadostili vsem zastavljenim ciljem: tako pokritosti kot omejitvam
na rizi¢ne organe, z izjemo ene nenujne omejitve pri enem pacientu. V Tabeli 1 so
predstavljeni rezultati doseganja zastavljenih ciljev, v Tabeli 2 pa so predstavljene
dosezene doze na taréne volumne.

Vsi bolniki za katere smo izdelali SBRT boost obsevalne naérte so predhodno ze prejeli
visoko dozno hitrostni BRT (HDRB) boost. Primerjali smo dosezene HDRB boost
in predvidene SBRT boost dozne porazdelitve, kot je prikazana na Sliki 1. Pri BRT je

mesto se¢nice stalno, pri SBRT pa moramo se¢nico doloditi z varnostnim robom, ¢etudi
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je prostata markirana in njen polozaj med obsevanjem spremljan z metodo sledenja
markerjev.

Tabela 2: DoseZene doze na taréne volumne za 10 SBRT boost obsevalnih naértov.

TARCNI VOLUMNI PARAMETER R,EZUL’I:AT ST
(mediana; min-max) [GY ]

GTVp D98% 18,9; 18,6 — 19,2
D50 % 19,5; 19,4 — 19,6

D2% 19,8; 19,6 — 20,0

CTVp D98% 17,5; 16,6 — 17,8
D50% 18,4;18,2 — 19,2

D2% 19,6; 19,5 — 19,7

PTVp D98% 14,4; 14,1 — 14,9
D50% 17.8; 17,3 — 18,6

D2% 19,5; 19,4 — 19,6

GTVp: tumorski volumen prostate, CTVp: klini¢ni tar¢ni volumen prostate, PTVp: planirni taréni volumen prostate,
D %: doza, ki jo prejme nevedeni odstotek volumna

Slika 1: Primerjava dozne porazdelitve pri izvedenem HDRB boostu in izra¢unanem SBRT
boostu
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Maksimalna povpre¢na doza na se¢nico pri tako dosezenih obsevalnih naértih (D1%) je

18,4 + 0,1 Gy pri SBRT boostu in 19,4 + 0,1 Gy pri HDRB boostu.

Povprecno je 18 Gy prejelo 25,8 + 8,7 % se¢nice pri SBRT boostu ter 43,9 + 13,2 %
se¢nice pri HDRB boostu. Dozo 15,9 Gy je povpre¢no prejelo 58,3 + 1,7 % seénice pri
SBRT boostu ter 62,4 + 15,3 % se¢nice pri HDRB boostu.

Zakljucek

Razli¢ne izvedbe radikalnega obsevanja karcinoma prostate omogocajo individualni
pristop k bolniku z rakom prostate. Raziskava kaze, da je SBRT boost lahko alternativa
HDRB boostu, s potencialno prednostjo pri obravnavi manjsih anteriorno lezedih
dominantnih lezij, ki so tezje dosegljive z vodili in boljSega prikaza dominantnih lezij v
podro¢ju apeksa prostate.
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Izvlecek

Zdravljenje z alfa sevalci je izredno obetavno podrodje razvoja terapevtske nuklearne medicine oziroma
tar¢énega radionuklidnega zdravljenja. V rutinski uporabi je trenutno le radij-223 (ena indikacija),
stevilni drugi radionuklidi pa so Ze bili uporabljeni v predkliniki in preneseni v klini¢ne raziskave;
najbolj obetavne radionuklide in klini¢ne indikacije so predstavljene v prispevku. Glavna omejitev k
$irsi uporabi alfa sevalcev je trenutno njihova omejena dostopnost. Tezavo naslavljajo interdisciplinarne
iniciative, v katerih sodelujejo tudi institucije iz Republike Slovenije.

Klju¢ne besede: alfa sevalci, taréno radionuklidno zdravljenje

Uvod

Taréno radionuklidno taréno zdravljenje (TRNZ) uporabljamo v klini¢ni rutini Ze
desetletja. V &im vedji meri se posluzujemo t.i. teranosti¢nega principa, po katerem
potrditvi ustrezne tarée s molekularno slikovno diagnostiko (t.j. diagnosti¢nim
radiofarmakom) sledi uporaba terapevtskega radiofarmaka z vezavo in delovanjem na
enako tar¢o. Terapevtsko uporabljani radionuklidi so najpogosteje beta sevalci (jod-131,
lutecij-177, itrij-90, samarij-153, ...), ki oddajajo elektrone in posledi¢no z ionizacijo
povzrodajo neposredne (prekinitev dvojne vijacnice, ...) in posredne udinke (nastanek
prostih radikalov, ...) na bioloske makromolekule (predvsem dezoksiribonukleinsko
kislino, DNA), s tem pa odmrtje tarénih celic oziroma tkiva.

Neposredni ucinek ionizacije s prekinitvijo dvojne vija¢nice je najpomembnejsi
mehanizem delovanja TRNZ. Od gostote ionizacije, ki jo oddani delec povzroca
je odvisna poskodba tar¢nih makromolekul in s tem ucinkovitost TRNZ. Gostoto
ionizacije opisujemo z koli¢ino LET (linear energy transfer), ki predstavlja koli¢ino
oddane energije tkivu na enoto razdalje. Pri beta sevalcih ta znac¢ilno znasa okoli
0,2 keV/um in zado$¢a za enojno prekinitev dvojne vija¢nice DNA; doseg v tkivu
zna¢ilno zna$a nekaj milimetrov. U¢inek TRNZ temelji na zmanj$ani ucinkovitosti
rakavih celic pri popravljanju strukturnih napak DNA v primerjavi z zdravim tkivom.
Selektivni pritisk na rakave celice z bolje izrazeno taré¢o (kljub t.i. “u¢inku navzkriznega
ognja”), poviSana aktivnost mehanizmov za popravljanje strukturnih napak DNA ter
dediferenciacija s poviSano proliferativno aktivnostjo rakavih celic so verjetni mehanizmi
razvoja odpornosti na TRNZ z beta sevalci, kar obi¢ajno pomeni potrebo po zamenjavi
zdravljenja za drugo modalnost (npr. kemoterapija ali druga oblika tarénega zdravljenja).
V primeru, da je taréa za TRNZ na tarénem tkivu $e ustrezno izrazena, pa lahko namesto
beta sevalca uporabimo alfa sevalec, ¢e je ta v povezavi z nosilno molekulo na voljo.

Alfa sevalci oddajajo helijeva jedra, ki imajo bistveno manj$i doseg v tkivu (znacilno
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manj kot 100 pum; nivo celice) in pa bistveno visjo gostoto ionizacije (LET znac¢ilno okoli
200 keV/pum), kar obi¢ajno povzroéi nepopravljivo dvojno prekinitev dvojne vijanice
DNA in s tem odmrtje tar¢ih rakavih celic, obenem pa zaradi omejenega dosega manj
poskoduje prilezna zdrava tkiva.

Teoreti¢no obetavna kombinacija lastnosti $e ni v $iroki rutinski uporabi; s strani Uprave
za hrano in zdravila (FDA) in Evropske agencije za zdravila (EMA) je za klini¢no
uporabo odobren le radij-223 (**Ra, Xofigo®), ki ga uporabljamo pri napredovalem
hormonsko odpornem raku prostate za zdravljenje izklju¢no kostnih metastaz. Vrsta
obetavnih radionuklidov in terapevtskih oziroma teranosti¢nih radiofarmakov pa je bila
ze uporabljena v predklini¢nih raziskavah in prevedena v prve klini¢ne raziskave.

Obetavni alfa sevalci za klini¢no uporabo

Lastnosti obetavnih, za TRNZ uporabnih alfa sevalcev so primerna dostopnost,
razpolovna doba, odsotnost neugodnih héerinskih radionuklidov in/ali dodatnih
emisij. Od vrste alfa sevalcev tovrstne ugodne lastnosti izrazajo aktinij-225 (**Ac),
astat-211 (*''At), bizmut-213 (**Bi), svinec-212 (*'*Pb) ter terbij-149 (**Tb) in so ze
bili uporabljeni v klini¢nem kontekstu (tar¢no radionuklidno zdravljenje z alfa sevalci,

TRNZ-a).

25A ¢
Nekaj raziskovalnih skupin je TRNZ-a z **Ac uporabilo pri nevroendokrinih

neoplazmah (NEN) z izraZenostjo somatostatinskih receptorjev z izvorom v prebavilih,
pljucih ali avtonomnem zivéevju v primeru odpovedi TRNZ z beta sevalci, podro¢no
(intraarterijsko) za zdravljenje jetrnih metastaz [1] ali sistemsko [1, 2, 3] z dobrim
objektivnim odgovorom na zdravljenje. Enak pristop je bil pricakovano uporabljen pri
metastatskem kastracijsko odpornem raku prostate (KORP), kjer je bil iz modela NEN
uspesno prene$en koncept TRNZ, usmerjen na za prostato specifi¢en membranski
antigen (PSMA). Prve meta-analize potrjujejo uspesnost in varnost koncepta [4] z
znizanjem vrednosti za prostato specifi¢nega antigena (PSA) > 50 % pri ve¢ kot dveh
tretjinah bolnikov.

Pri starej$ih bolnikih z akutno mieloi¢no levkemijo (AML), nezmoznih standardne
indukcijske kemoterapije je bilo kot monoterapija uporabljeno z 225Ac oznaceno
protitelo proti CD33 ([**Ac]Ac-lintuzumab) v dveh aktivnostih (1,5 in 2,0 pCi/kg).
Objektivni odgovor je bil dosezen pri ve¢ kot tretjini bolnikov s so¢asno mielosupresijo v
odvisnosti od uporabljene aktivnosti [5]; naértovana je uporaba [**Ac] Ac-lintuzumaba v
kombinaciji z drugimi modalnostmi zdravljanja pri AML, mielodisplasti¢nem sindromu
in kot monoterapija pri refraktarnem difuznem plazmocitomu.

leAt

Klini¢ne izkusnje TRNZ-a z *"'At so povezane z modelom tar¢ne imunoradioterapije
pri napredovalem raku jajénika s peritonealnimi metastazami. Fab fragment protitelesa
(MX35 F(ab’)2), usmerjenega proti ionsko-odvisnemu membranskemu prenasalcu
beljakovin 2b (NaPi2b) in ozna¢enega z *'At je bil naértovan za intraperitonealno
aplikacijo [6]. Poro¢ano mediano prezivetje je znasalo 35 mesecev (dolgoro¢no prezivetje
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nad 10 let okoli 25 %) brez klini¢nih znakov dolgoro¢ne toksi¢nosti [7].

213Bi

Uspesen model TRNZ-a z 225Ac se je obnesel tudi z uporabo *Bi: pri NEN v manjsi
skupini bolnikov [8] in pri napredovalem KORP v porocanih posameznih klini¢nih
primerih [9]. V nekoliko manj odmevnih raziskavah kljub obetavnim rezultatom so
bile tarée radioaktivno oznacenih protiteles receptorji na povrsini celic hematoloskih
malignomov ([**Bi]Bi-HuM195mAb, anti-CD33; AML [10]), malignega melanoma
([**Bi]Bi-9.2.27mAb, z melanomom povezan hondroitin-sulfat proteoglikan [11]) in
raka se¢nega mehurja ([*°Bi]Bi-anti-EGFR-mADb [12]).

212Pb

Trenutne klini¢ne izku$nje temeljijo na uporabi radiooznadenega protitelesa proti
¢loveskemu epidermalnemu rastnemu faktorju ([*'*Pb]Pb-TCMC-trastuzumab) in
peritonealnim metastazam (rak jajénika, rak debelega ¢revesa) [13]. Cas do napredovanja
bolezni je znasal do 8 mesecev; pomembne (ledvi¢ne, hematoloske, jetrne) toksi¢nosti
(kljub nadaljevanju zdravljenja z drugimi modalnostmi) niso opazali.

149Tb

Druzina radioaktivnih izotopov Tb je s teranosti¢nega vidika izjemno zanimiva, saj
ponuja tako moznost molekularnega slikanja (>*Tb, pozitronska emisijska tomografija),
zdravljenja ('Tb, beta sevalec) kot tudi socasnega zdravljenja ("*°Tb, Augerjevi
clektroni in enofotonska emisijska tomografija; ¥Tb, alfa sevalec in pozitronska
emisijska tomografija). Klini¢nih izkusenj e ni, kot eden najobetavnejsih kandidatov za
TRNZ-« pa je bil uspesno uporabljen v vrsti predklini¢nih modelov [14] (radioaktivno
oznadena protitelesa proti kadherinu: rak Zelodca; radioaktivno oznaceno anti-CD20
protitelo: ne-Hodgkinov limfom, kroni¢na mieloi¢na levkemija; radioaktivno oznacen
folat: rak dojke, debelega ¢revesa, ledvic, jaj¢nika, kot tudi teranosti¢no znanih taré:
somatostatinski receptor: NEN; za prostato specifiécni membranski antigen: rak
prostate).

Projekcije in prizadevanja za bodo¢nost

Predklini¢ne in omejene klini¢ne izku$nje so glede u¢inkovitosti in sopojavov izjemno
obetavne. TeZavo predtavlja v prvi vrsti omejena dostopnost terapevtskih radionuklidov,
tako uveljavljenih (beta sevalec lutecij-177) kot obetavnih (beta sevalca renij-188
in baker-64, kot tudi Ze zgoraj opisani alfa in beta sevalci). Tezavo naslavlja projeke
SECURE (Strengthening the European Chain of sUpply for next generation of medical
RadionuclidEs) znotraj EU klica HORIZON-EURATOM-2021-NRT-01-10, katerega
cilj je skozi $est delovnih paketov (Stirje tehni¢ni, od teh zadnji klini¢ni) vertikalno
interdisciplinarno integrirati kvantitativno in kvalitativno ustrezno proizvodnjo ter
klini¢éno uporabo novih in obstojec¢ih radionuklidov za teranosti¢ne namene, potreba
po katerih bo pri¢akovano eksponentno rasla. Od 17 deleznikov dve instituciji prihajata
iz Republike Slovenije (Institut Jozef Stefan, Univerzitetni Klini¢ni Center Ljubljana).
Projeke je sinergisti¢en s cilji nekaterih drugih iniciativ EU (SAMIRA) kot tudi nekaterih

nacionalnih in internacionalnih projektov.
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Zakljucek

Predklini¢ne in prve klini¢ne raziskave potrjujejo izredno obetavno prihodnost tar¢nega
radionuklidnega zdravljenja z alfa sevalci kot tudi z novimi beta sevalci. Ovira do Sirse
uporabe terapevtskih radionuklidov je predvsem njihova dostopnost. Tezavo naslavlja
interdisciplinarni projekt SECURE, katerega del so tudi slovenske institucije.
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Izvlecek

Obsevanje je del standardnega zdravljenja bolnic z rakom dojk. Odgovor na zdravljenje z obsevanjem
je pri vsakem posamezniku drugaden in je odvisen tudi od genetskih dejavnikov. Eden od novejsih
genetskih oznacevalcev odgovora na obsevanje je dolzina telomerov. Telomeri $¢itijo kromosome pred
kraj$anjem in vzdrzujejo genomsko stabilnost.

Rezultati nase raziskave kazejo, da se dinamika spreminjanja dolZine telomerov takoj po zdravljenju z
obsevanjem in v $estih mesecih po obsevanju pri bolnicah z neinvazivnim rakom dojk spreminja in bi
lahko sluzila kot bioloski oznadevalec odgovora na obsevanje. Molekularni mehanizmi, povezani s tem
procesom, ostajajo zaenkrat ve¢inoma neraziskani.

Uvod
Rak dojk je najpogostejsi rak pri zenskah. Dukralni karcinom iz situ (DCIS) je

neinvazivna oblika raka dojk, ki ga najpogosteje odkrijemo z mamografijo v okviru
presejalnih programov (1). Pojavnost DCIS se povecuje in trenutno predstavlja priblizno
25 % na novo dviagnosticiranih rakov dojk in 35 % rakov dojk, odkritih v presejalnih
programih (2). Ceprav ima DCIS zelo dobro prognozo, se lahko razvije tudi v invazivno
obliko raka dojk, ki lahko pomembno vpliva na prezivetje bolnic. Po drugi strani pa
pri nekaterih bolnicah bolezen ne bi nikoli napredovala, zato so lahko delezne preve¢
agresivnega in potencialno nepotrebnega zdravljenja (2).

Standardno zdravljenje DCIS temelji na ohranitveni operaciji dojk in dopolnilnem
obsevanju. Obsevanje ne vpliva znacilno na prezivetje pri DCIS, vendar za 50 % zmanjsa
stevilo lokalnih ponovitev bolezni, pri ¢emer se rak v polovici primerov ponovi kot
invazivni rak dojk (1-3). Pri velikem delezu bolnic se po obsevanju pojavijo akutni ali
pozni nezeleni u¢inki. Akutni neZeleni u¢inki se pojavijo med obsevanjem ali 3 mesece po
obsevanju. Ve¢inoma so reverzibilni, a vseeno vplivajo na potek zdravljenja in kakovost
zivljenja. Pozni neZeleni udinki se lahko pojavijo ve¢ mesecev ali let po obsevanju, so
pogosto ireverzibilni ter se s ¢asom stopnjujejo (4). Kljub pomembnemu klini¢nemu
napredku v diagnostiki in zdravljenju DCIS prilagajanje pooperativnega zdravljenja z
obsevanjem posameznim bolnicam z DCIS trenutno $e ni mogoce. Novejse raziskave
pa so ze pokazale, da lahko kombinacija klini¢nih in molekularnih parametrov izboljsa

stratifikacijo bolnic z DCIS (5).
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Na molekularni ravni lahko obsevanje neposredno poskoduje razli¢ne makromolekule,
zlasti DNA. Vpliva na razli¢ne procese v celici, na primer na popravljanje napak na DNA
in prenos molekularnih signalov ter posledi¢no tudi na celi¢ni cikel in apoptozo. Prav
tako vpliva na medceli¢no signalizacijo preko razliénih dejavnikov, kot so na primer
citokini in nekodirajo¢e RNA. Nekatere raziskave so ze pokazale, da so genetski in
epigenetski dejavniki lahko povezani z odzivom tumorja in zdravih tkiv na obsevanje,
torej tudi s pojavom nezelenih uc¢inkov obsevanja. V nasih predhodnih raziskavah so bili
tako genetski polimorfizmi v poteh popravljanja napak na DNA in oksidativnega stresa
povezani z nezelenimi u¢inki obsevanja na kozi in na srcu pri bolnicah z zgodnjim rakom

dojk (6,7).

Nov potencialen genetski oznacevalec odgovora na obsevanje je tudi dolZina telomerov.
Telomeri so nukleoproteinski kompleksi na koncih kromosomoyv, ki §¢itijo kromosome
pred krajsanjem in vzdrzujejo genomsko stabilnost. Z vsako celi¢no delitvijo se telomeri
skrajsajo za 20 do 200 baznih parov, kar vodi v celi¢no senescenco ali apoptozo (8). Na
kraj$anje telomerov lahko vplivajo Stevilni dejavniki, na primer staranje, oksidativni stres,
prehrana ter drugi okoljski dejavniki, pa tudi genetski in drugi molekularni dejavniki
(9). To kraj$anje v dolo¢enih celicah upoéasni telomeraza, kljuéni encim za vzdrzevanje
telomerov (10). Spremembe v dolzini telomerov se odrazajo tudi v levkocitih v periferni
krvi, zato bi dolzina telomerov v levkocitih lahko predstavljala minimalno invaziven
bioloski oznacevalec (11).

Telomeri in mehanizmi, vklju¢eni v njihovo vzdrzevanje, imajo pomembno vlogo tudi
pri nastanku in napredovanju raka (10). Telomerazna aktivnost je na primer v rakavih
celicah pogosto povecana (10).

Pri raku dojk je bilo v predhodnih raziskavah ugotovljeno, da je dolzina telomerov
povezana z invazivnostjo in stadijem bolezni (12,13). V edini raziskavi, v katero so bile
vklju¢ene bolnice z DCIS, so v primerjavi z zdravimi kontrolami pri bolnicah opazili
kraj$e telomere v prostoceli¢ni DNA v plazmi (14). Vloga dolzine telomerov pa pri
raku dojk $e vedno ni povsem pojasnjena, saj nedavne raziskave kazejo, da so lahko tako
krajsi kot daljsi telomeri povezani s pove¢anim tveganjem za nastanck raka (15). DolZina
telomerov bi lahko predstavljala tudi napovedni dejavnik pri razli¢nih oblikah raka, saj
so bili krajsi telomeri ob diagnozi ve¢inoma povezani s slabso prognozo, kljub nekaterim
razlikam med posameznimi raziskavami (16,17). Zal ve¢ina raziskav ni merila dinamike
dolzine telomerov, ki bi lahko bila bolj informativna (17). Kljub temu, da so dosedanje
raziskave pokazale, da lahko izpostavljenost sevanju tako zmanjsa kot poveca dolzino
telomerov (9), raziskav, ki bi preucevale vlogo telomerov pri odzivu na obsevanje, $e
vedno ni. Celice s kraj$imi telomeri pred zdravljenjem bi bile lahko bolj ob¢utljive na
obsevanje (9,10).

Na dinamiko dolzine telomerov v rakavih celicah vplivajo razliéni molekularni
mechanizmi. Genetske in epigenetske spremembe lahko privedejo do aktivacije
prepisovanja kataliti¢ne podenote telomeraze (TERT), ki je v normalnih celicah obicajno
neaktivna (13). Odkritih je bilo ve¢ polimorfizmov, povezanih z dolzino telomerov: v
genih, ki kodirajo komponente telomeraze (TERT in TERC), ter genih, ki sodelujejo
pri vzdrzevanju in regulaciji telomerov (npr. RTEL1, TRF1 in TRF2). V genu TERT
je bilo opisanih ve¢ pogostih potencialno funkcionalnih polimorfizmov posameznih

nukleotidov, kot so rs2736098, rs2736100 in rs10069690.

33



Cilj nase raziskave je bil dolo¢iti dinamiko spreminjanja dolzine telomerov v levkocitih
pri bolnicah z DCIS, zdravljenih s pooperativnim obsevanjem, in oceniti povezavo
genetskih dejavnikov z dolzino telomerov v levkocitih.

Metode

Klini¢na raziskava

V prospektivno longitudinalno klini¢no raziskavo smo vkljudili bolnice z DCIS,
zdravljene na Onkoloskem institutu Ljubljana med letoma 2019 in 2022 v okviru redne
klini¢ne prakse z ohranitveno operacijo in pooperativnim obsevanjem. Vse bolnice so v
raziskavo privolile prostovoljno in podale pisno soglasje, nacrt raziskave pa je odobrila
Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 0120-54/2015-2 (39/05/15)
in 0120-54/2015-11). Pri bolnicah smo opravili klini¢ni pregled ter jim odvzeli vzorce
za krvne preiskave pred zacetkom obsevanja, ob koncu obsevanja ter ob kontrolnem
pregledu Sest mesecev po obsevanju.

Molekularno-genetske metode

Genomsko DNA smo izolirali iz vzorcev periferne venske krvi, odvzetih pred za¢etkom
obsevanja, po zaklju¢ku obsevanja in Sest mesecev po zaklju¢ku obsevanja s pomodjo
komercialnega kompleta reagentov E.Z.N.A. SQ Blood DNA Kit II (Omega Bio-Tek)

in v skladu z navodili proizvajalca.

Zadoloc¢anje dolzine telomerov v levkocitih smo uporabili monokromatsko multipleksno
metodo s kvantitativnim PCR (monochrome multiplex quantitative realtime PCR,
MMQPCR), ki so jo razvili Cawthon in sodelavci (18). Relativno dolzino telomerov
(T/S) smo izrazili kot razmerje med telomernim PCR produktom (T) in koli¢ino
referen¢nega gena za albumin (S) posameznega vzorca.

Za genotipizacijo polimorfizmov TERT 52736098 (g.6077C > T, p.Ala305=),
152736100 (g.13647C > A) in rs10069690 (g.20373C > T) smo uporabili kompetitivni
alelno specifi¢ni PCR (KASP, LGC Genomics).

Statisti¢na analiza

Za opis kategori¢nih spremenljivk smo uporabili frekvence, za opis zveznih spremenljivk
pa mediano in interkvartilni razpon (25 %-75 %). Ker spremenljivke niso bile normalno
porazdeljene, smo za primerjavo dolzine telomerov v razli¢nih ¢asovnih to¢kah uporabili
Friedmanov in Wilcoxonov test za odvisne vzorce. Za primerjavo dolzine telomerov
med razliénimi skupinami smo uporabili Mann-Whitneyev in Kruskal-Wallisov test za
neodvisne vzorce.

Rezultati

V raziskavo je bilo vklju¢enih 89 bolnic z DCIS, zdravljenih z operacijo in pooperativnim
obsevanjem. Mediana starost bolnic je bila 56 let (interkvartilni razpon 50 - 63 let).

Relativna dolzina telomerov v levkocitih je bila 0,47 (0,41 - 0,58) pred obsevanjem, 0,72
(0,63 - 0,88) takoj po obsevanju in 0,68 (0,56 - 0,79) 6 mesecev po obsevanju. Takoj po

obsevanju se je dolzina telomerov statisti¢no znacilno povisala pri 81 (91,0 %) bolnicah
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z DCIS (P < 0,001). Po Sestih mesecih pa se je v primerjavi z vrednostmi po obsevanju
dolzina telomerov statisticno znacilno znizala pri 52 (58,4 %) bolnicah z DCIS
(P = 0,043). Vrednosti po 6 mesecih so bile pri 69 (77,5 %) bolnic $e vedno visje kot
pred obsevanjem (P < 0,001).

Frekvenca redkejsega alela je bila 27,0 % za rs2736098, 51,7 % za rs2736100 in
21,3 % za rs10069690. Nosilci vsaj enega polimorfnega alela T TERT rs2736098 so
imeli statisti¢no znacilno visjo relativno dolzino telomerov v levkocitih pred obsevanjem
kot nosilci dveh C alelov (P = 0,020). Polimorfizma rs2736100 in rs10069690 nista bila

povezana z dolzino telomerov (Tabela 1).

Tabela 1. Vpliv polimorfizmov TERT na relativno dolZino telomerov pred obsevanjem
pri bolnicah z DCIS.

Relativna dolzina

Polimorfizem Genotip telomerov
Mediana (25 % - 75 %)

152736098 cC 0,44 (0,37 - 0,56) Padd=0,007
CT 0,52 (0,46 - 0,63)
T 0,45 (0,38 - 0,47)

CT+TT 0,51 (0,44 - 0,6) Pdom=0,020

rs2736100 CC 0,47 (0,41 - 0,55) Padd=0,813
CA 0,48 (0,41 - 0,61)
AA 0,49 (0,36 - 0,59)

CA+AA 0,48 (0,40 - 0,59) Pdom=0,646

1510069690 cC 0,50 (0,39 - 0,59) Pdom=0,594
CT+TT 0,47 (0,41 - 0,55)

*P: primerjava dolZine telomerov med razli¢nimi genotipi z Mann-Whitneyevim in Kruskal-Wallisovim testom;
Padd: P-vrednost za aditivni model, Pdom: P-vrednost za dominantni model

Razprava in zakljucek

Rezultati nase raziskave so pokazali, da se relativna dolZina telomerov v levkocitih poveca
takoj po zdravljenju z obsevanjem pri vedini bolnic z DCIS, a se po Sestih mesecih spet
delno zmanjsa. Podobne rezultate so opazili v manjsi raziskavi pri raku prostate, kjer
je bila povpre¢na dolzina telomerov po obsevanju dalj$a (9). Po treh mesecih pa je bila
povpre¢na dolzina telomerov ponovno blizu vrednosti pred zdravljenjem (9), éesar pav
nasi raziskavi na raku dojk nismo opazili, saj je bila pri vecini bolnic dolZina telomerov
Se vedno nekoliko dalj$a. Predvidevajo, da lahko navidezno podaljsanje telomerov po
obsevanju vsaj delno pripiSemo celi¢ni smrti in spremembam v populacijah limfocitov,
medtem ko mehanizmi, ki vplivajo na nadaljnje spremembe dolZine telomerov $e niso
povsem raziskani (9).

V nasi pilotni raziskavi je bil pri bolnicah z DCIS, zdravljenih s pooperativnim
obsevanjem, TERT 152736098 znacilno povezan z razlikami v dolZini telomerov v
levkocitih pred zdravljenjem z obsevanjem. V predhodni raziskavi na raku dojk so prav
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tako pokazali, da je rs2736098 povezan z dolzino telomerov (19). V meta-analizah je bil
ta polimorfizem povezan tudi s pove¢anim tveganjem za razvoj kateregakoli raka, vendar
z manj$im tveganjem za razvoj raka dojk (20).

Predpostavlja se, da bi lahko bili bolniki ob pove¢anem delezu celic s krajsimi telomeri
po zdravljenju z obsevanjem bolj ogrozeni zaradi poznih nezelenih u¢inkov zdravljenja,
bolniki z dalj$imi telomeri pa bilahko imeli pove¢ano tveganje za nastanek sekundarnega
raka (9). Za natanénej$o pojasnitev pomena dinamike spreminjanja dolzine telomerov
po obsevanju in oceno vloge genetskih in drugih molekularnih dejavnikov na dolzino
telomerov, so potrebne dodatne prospektivne raziskave.
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Zahvaljujemo se vsem sodelavkam in sodelavcem Onkoloskega instituta Ljubljana,
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Izvleéek

Rak trebusne slinavke ali kot mu tudi re¢emo » tihi rak«, je bolezen, ki jo praviloma odkrijemo pozno,
v bolj napredovali obliki, ko je bolezen obic¢ajno ze neozdravljiva. Kakovost Zivljenja teh bolnikov je
lahko zelo okrnjena. Za raziskovanje pomena uvedbe stereotaktiénega obsevanja pri raku trebusne
slinavke smo se odlo¢ili, ker smo Zzeleli s pomoc¢jo pregleda literature raziskati dobrobit in smiselnost
tovrstnega zdravljenja pri omenjenem raku.

Uporabili smo deskriptivno metodo in sistemati¢ni pregled literature, kjer smo si dolo¢ili namen,
izbrali vire znanstvene literature, opredelili klju¢ne iskalne besede, ter izvedli iskanje. Skupno smo
identificirali 16536 virov, s presejanjem smo pridobili 134 virov za natan¢nej$o analizo. Glede na
ustreznost celotnega besedila smo v rezultate vkljudili 22 najustreznejsih virov. Iskanje je potekalo
od 10. 1. 2022 do 29. 9. 2022. Za deskriptivni del smo glede na zanesljivost in uporabnost podatkov
uporabili skupno 78 virov.

Pri mejno operabilnih bolnikih lahko stereotakti¢na radioterapija pripomore k zmanj$anju tumorja in
zajetega Zilja in omogo¢i popolno kirursko odstranitev bolezni. Pri lokalno napredovalih tumorjih, ki
so neresektabilni, pa omogo¢i visoko stopnjo lokalne kontrole, ki je po uspe$nosti primerljiva kirurski
resekciji. V vedini $tudij v pregledu literature je delez enoletne lokalne kontrole raka trebusne slinavke
med 78 % in vse do 94 %, ob zadovoljivo nizki stopnji toksi¢nosti.

Glede na to, da je lokalna kontrola po stereotakti¢ni radioterapiji odli¢na, je v bodoée pri¢akovana
tudi kombinacija tovrstnega pristopa obsevanja z ostalimi metodami zdravljenja, predvsem sistemskim
zdravljenjem z novimi citostatiki, tarénimi zdravili in morebitno imunoterapijo.

Klju¢ne besede: rak trebusne slinavke, radioterapija, stereotakti¢na radioterapija

Uvod

Rak trebusne slinavke ali kot mu tudi re¢emo »tihi rak«, je bolezen, ki jo praviloma
odkrijemo pozno, v bolj napredovali obliki in ima velik metastatski potencial raka (1).
Bolezenski znaki so praviloma neznacilni, zato bolniki na njih obic¢ajno niso pozorni.
Pojavijo se Sele v bolj napredovali fazi, ko je bolezen obiajno Ze napredovala in je
neozdravljiva (2). Kakovost Zivljenja teh bolnikov je lahko zelo okrnjena, saj jih pogosto
spremlja izguba telesne teZe, anoreksija, hujSe bole¢ine in $tevilne druge tezave (3).
Odlo¢itev o na¢inu zdravljenja posameznega bolnika sprejme multidisciplinarni konzilij.
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V kolikor je bolezen resektabilna, je bolnik operiran, v nasprotnem primeru pa paliativno
zdravljen s specifi¢no onkoloskim zdravljenjem (operacija, obsevanje, sistemska terapija)
ali pa le z analgetiki ali drugimi metodami, ki mu lajsajo tezave, ki mu jih povzroca tumor

ali oddaljeni zasevki (4,5).

Stereotakti¢no radioterapijo, ang. Stereotactic Body Radiotherapy (SBRT), najpogosteje
uporabimo kot radikalno metodo zdravljenja pri bolnikih z neresektabilno boleznijo
ali v primeru, ko gre za neoperabilnega bolnika, kjer operacijo onemogocajo socasne
bolezni ali bolnik operacijo odkloni. Kot predoperativno (neoadjuvantno) zdravljenje
jo obi¢ajno uporabljamo v kombinaciji s kemoterapevtskim zdravljenjem (KT) (1,6).
SBRT uporabljamo tudi kot reiradiacijo, ponovno obsevanje po konvencionalni
radioterapiji (6). Sveze diagnosti¢ne preiskave (opravljene znotraj Sestih tednov pred
naértovanim zacetkom obsevanja) pregledata dva specialista radioterapevta onkologa
in ocenita tehni¢no izvedljivost varne SBRT. Vsaj en teden pred pripravo na obsevanje
se lahko ultrazvo¢no ali endoskopsko vstavijo radiopa¢ni markerji v tumor ali njegovo
neposredno okolico, za namen sledenja (slikovna verifikacija) tarénega volumna pred in/
ali med izvedbo obsevanja z ra¢unalnisko tomografijo s stoz¢astim snopom, ang. Cone
Beam Computed Tomography (CBCT). Bolniku pred obsevanjem uvedejo inhibitor
protonske ¢rpalke, ki sluzi kot za$¢ita za morebitne kasne gastrointestinalne zaplete,
ter mu svetujejo, da ne uziva hrane 3 ure pred izvedbo SBRT (7,8). Na ra¢unalnisko
tomografskem, ang. Computed Tomography (CT) simulatorju bolnika pripravimo
na obsevanje z vakuumsko blazino, ter opravimo CT slikanje po protokolu za SBRT v
dveh serijah: z abdominalno kompresijo in intravenozno (iv.) aplikacijo kontrastnega
sredstva (KS) v arterijski in venski fazi ter $tiri dimenzionalno ra¢unalnisko tomografijo
(4D CT) (7,8) in uporabo sistema sledenja dihanja, ki se imenuje angl. Respiratory
Gating System for Scanners - RGSC, (Varian) (9). Pred kompresijskim pasom se je na
linearnih pospesevalnikih (Varian) za kompresijo uporabljal nastavek za kompresijo.
Nastavek za kompresijo se $¢ vedno uporablja na linearnih pospesevalnikih (Elekta).
Pri pripravi bolnika na obsevanje raka trebusne slinavke vedno opravimo $e pripravo na
MR simulatorju za potrebe nadrtovanja obsevanja (7,8). Za raziskovanje pomena uvedbe
stereotakti¢nega obsevanja pri raku trebusne slinavke smo se odlo¢ili, ker smo zZeleli s
pomocjo pregleda literature raziskati dobrobit in smiselnost tovrstnega zdravljenja pri
omenjenem raku.

Metode dela

Uporabili smo deskriptivno metodo in sistemati¢ni pregled literature. Pred izvedbo
sistemati¢nega pregleda literature smo si dolo¢ili namen pregleda, izbrali vire znanstvene
literature, dostopne preko oddaljenega dostopa tujih strokovnih bibliografskih baz
(Science Direct, SpringerLink, PubMed, ResearchGate), opredelili klju¢ne iskalne besede,
ter izvedli iskanje. V sklopu identifikacije smo v bazah Sciencedirect, SpringerLink in
PubMed skupno nasli 16536 virov. Izkljudili smo vire glede na izkljuc¢itvene kriterije in
ustreznost naslova in/ali izvlecka ter pridobili 134 virov za natan¢nejso analizo. Glede na
ustreznost celotnega besedila smo v rezultate vkljudili 22 najustreznejsih virov. Iskanje je
potekalo od 10. 1. 2022 do 29. 9. 2022. Glede na zanesljivost in uporabnost podatkov
smo za deskriptivni del uporabili skupno 78 virov, ki smo jih smo ¢rpali iz znanstvene
literature, ki je bila dostopna v knjiznici Univerzitetnega klini¢nega centra Maribor,

ter preko oddaljenega dostopa iz tujih strokovnih bibliografskih baz (Science Direct,
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SpringerLink, PubMed, DiKUL, ResearchGate) ter na strokovnih straneh svetovnega
spleta. Uporabili smo tudi interne vire Onkoloskega instituta Ljubljana.

Rezultati

Predstavili smo analizo znanstvene literature na temo stereotakti¢nega obsevanja raka
trebusne slinavke glede na zastavljen namen in cilje (Tabela 1).

Tabela 1: Analiza rezultatov pregleda znanstvene literature glede uporabe in pomena
SBRT pri raku trebusne slinavke

Akutna toksi¢nost

= y EORTC/RTOG | ST 3 i Fivetj
LKv 1 / CAE | Razred AT Dele[z AT | Mediana L
letu (%) &@—0moouoo (%) (v mesecih)

Najpogostejsa

Dokument
skupna doza

frakcij

Koongetal.,
15 15-25 Gy 1 80 Da | Da | Ne | Ne - 1-2 33 11 (od diagnoze)
2004
Hoyer et al., 22 79
22 45 Gy 3 57 Da | Da | Da | Da - 5,7 (od diagnoze)
2005 4 45
Koongetal, 19 1-2 69
25 Gy (boost) 1 94 Da | Da | Da | Ne - 8,3 (od diagnoze)
2005 (16) 3 12,5
Changetal,
77 25 Gy 1 84 / | Da | Da | Ne - 22 5 11,4 (od diagnoze)
2008
2 8
Murphy et al.,
73 25 Gy 1 / / | Da | Da | Da - 3 S /
2010
4 3
Mahadevan et 78 (v2 1-2 33
36 24-36 Gy 3 Da | Da | Da | Ne - 14,3 (od SBRT)
al, 2010 letih) 3 8
Polistina et al.,
23 30 Gy 3 82,6 Da | Ne | Ne | Ne - 1 21,7 10,6
2010
Didolkar et al., 18,6 (od diagnoze)
85 15-30 Gy 3 91,7 / / | Da | Da - >3 22,3
2010 8,65 (od SBRT)
Mahadevanet | 47 85 (v21
24-36 Gy 3 Da | Da | Ne | Ne - 1-2 41 20 (od diagnoze)
al.,, 2011 (39) mes.)
Schellenberg et
20 25 Gy 1 94 / | Da | Ne | Ne - 2 15 11,8 (od diagnoze)
al,, 2011
CTCAE V3.0
Goyal etal.,
2012 19 22-30 Gy 1-3 65 Da | Da | Da | Ne Ne 1-2 11 14,4 (od SBRT)
3 16
Kimetal, 2012 | 26 24-36 Gy 1-3 41,2 Da | Da | Ne | Ne - / 7,6 (od SBRT)
16,4 (mejno
35(-50) Gy CTCAEv4.0 resektabilen)
Chuongetal, (na vpleteno
73 5 81 Da | Da | Ne | Ne | Ne 15 (lokalno
2013 silje) 25(-30)
napredoval)
Gy (na tumor) / /
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Gurkaetal,, CTCAEv3.0
11 25 Gy 5 40 Da | Da | Ne | Ne | Ne 12,2
2013 1 60
CTCAE v4.0
76 25 Gy 1 / Da | Da | Da | Da| Ne >2 162
Pollom et al.,
>3 8,1 13,6 (od diagnoze)
2014
91 | 25-45Gy 5 / Da|Da|Da|Da| Ne 7.8
23 5,6
Comito etal., CTCAE v4.0 18 (od SBRT) 44
31 45 Gy 6 90 Da | Da | Ne | Ne | Ne
2017 1-2 57 (od diagnoze)
Koongetal., 25 Gy 27,5 (od diagnoze)
23 lalis / / Da | Da | Ne Ne 2-3 26,1
2017 (reiradiacija) 8,5 (od SBRT)
Jumeau et al., CTCAE v4.0
21 30-35 Gy 5-6 57 Da | Da | Ne [ Ne | Ne 9 (od SBRT)
2018 1-2 24
CTCAE v4.0
>2 10-15
Toesca et al., 3alis
149 | 20-45Gy 86 / | Da| Da|Dal| Da >3 6.7 16 (od SBRT)
2020 ali 6
4 0,6
5 0,6
CTCAE v4.0
Lietal., 2020 27 25-50 Gy 4-7 37 Da | Da | Da | Ne | Ne 1-2 77.8 11,3 (od SBRT)
3 3,7
Augustyn et al., 25 Gy + boost CTCAEv5.0
12 5 87 / | Da | Ne | Ne | Ne 13 (od SBRT)
2021 33-40 Gy 2 17
Moningi et al., mediana
96 5 / Da | / / / Ne CTCAE v4.0 25-30 (od diagnoze)
2021 36-38 Gy

Legenda: N - $tevilo udelezencev; LK - lokalna kontrola tumorja; AT - akutna toksi¢nost; / - ta podatek ni podan v $tudiji;
- ni podatkov; EORTC/RTOG - angl. European Organization for Research and Treatment of Cancer/Radiation Therapy
Oncology Group; CTCAE - angl. Common Terminology Criteria for Adverse Events

Razprava

Skupna doza se je pri Studijah mo¢no razlikovala, saj je znasala od najmanj 15 Gy in
do najve¢ 50 Gy. Razlikovalo se je tudi $tevilo frakcij, ki jih je bilo od najmanj ene do
najvec¢ sedem. V vedini $tudij v pregledu literature je delez enoletne lokalne kontrole med
78 % in vse do 94 %, zato lahko trdimo, da SBRT omogoca visoko enoletno kontrolo.
V ve¢jem delezu so zaznane le nizje stopnje toksi¢nosti, in sicer stopnje 1 ali 2. Vigje
stopnje toksi¢nosti se pojavijo le izjemoma in v zelo majhnem delezu. Uporaba eno
frakcijske SBRT se je izkazala za precej bolj toksi¢no gletodo, medtem ko so pri primerih
z ve¢ frakcijami zaznali sprejemljivejSo toksi¢nost. Studije potrjujejo, da sta SBRT in
KT odli¢na kombinacija. SBRT izvedemo po KT pri bolnikih, ki so v dobrem stanju in
nimajo oddaljene metastatske bolezni. Uporabljamo jo v primerih, ko je pred operacijo
potrebno zmanjs$anje velikosti tumorja, ter so¢asno uni¢enje mikrozasevkov, z namenom,
da se lahko z operacijo doseze popolna kirurska odstranitev. Pri lokalno napredovali
bolezni pri bolnikih, ki so neresektabilni, lahko SBRT ohranja visoko stopnjo lokalne
kontrole bolezni. V glavnem SBRT ne vpliva bistveno na izbolj$anje prezivetja bolnikov
z rakom trebusne slinavke, najverjetneje zaradi visokega metastaskega potenciala bolezni,
a manjse spremembe se nakazujejo.
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Zakljucek

Tekom pregleda literature je bilo mo¢ zaznati tudi dolo¢ene omejitve Studij. Ena izmed
teh je bila kratek ¢as spremljanja bolnikov, zaradi znacilnega hitrega napredovanja
bolezni. Zaradi kratke zivljenjske dobe bolnikov je zelo tezko ocenjevati pozno toksi¢nost.
Kot otezevalno okoli$¢ino za primerjave Studij zdravljenja raka s SBRT bi izpostavili
raznolikost bolnikov, v smislu razli¢nega poteka bolezni in predhodnega zdravljenja. Prav
tako je tezko ocenjevati vsakr$no novonastalo spremembo, ki bi morebiti bila posledica
toksi¢nosti obsevanja s tehniko SBRT, saj se pogosto prepletajo s napredovanjem bolezni.
SBRT se raziskuje in mnozi¢no uporablja z namenom zmanj$anja obremenitev bolnika,
povecanja lokalne kontrole bolezni (ob sprejemljivi toksi¢nosti), pove¢anja moznosti
resektabilnosti tumorjev, ter skrajsanja ¢asa celotnega zdravljenja in s tem izogib zamude
sistemske terapije.
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Izvleéek

Pleuralni mezoteliom je redek tumor katerega zdravljenje kljub sodobnemu pristopu z imunoterapijo ne
prinasa Zelenih rezultatov, zaradi slab$e imunoloske odzivnosti tumorja in njegove genetske raznolikosti.
Novejsi pristopi k zdravljenju se osredotocajo predvsem na tumorske vakcine, CAR-T terapijo in gensko
terapijo. Raziskovanje miRNA pa odkriva tudi nove bioloske oznacevalce pri mezoteliomu.

Uvod

Redki tumorji kot je mezoteliom so Ze desetletja diagnosticen in terapevtski izziv.
Historicen pristop s trimodalnim zdravljenjem (operacija, obsevanje in kemoterapija) se
pri mezoteliomu ni izkazal za uc¢inkovitega, posebej pri napredovali bolezni. Tako se je
pri mezoteliomu v prvi liniji zdravljenja uveljavila imunoterapija, bodisi z nivolumabom
ali pembrolizumabom. Ker pa je mezoteliom molekularno in genetsko heterogena
bolezen, ostajajo izzivi za uspesno zdravljenje.

Izzivi imunoterapije pri mezoteliomu

Mikrookolje pri mezoteliomu lahko povzroca imunolosko rezistenco, oz.
imunolosko »hladen« tumor. Vzrok je lahko obilna prisotnost tumorsko povezanih
makrofagov (TAM- tumor associated macrophages) in mileoidnih supresorskih celic
(MDSC- myeloid derived suppressor cells). Prisotnost TAM povzroéi imunosupresiven
fenotip, MDSC pa ustavijo proliferacijo T-celic, ki so bistvene za odziv na imunoterapijo
(1). Pomemben mehanizem rezistence na imunoterapijo je tudi ckspresija VISTA
(V-domain Ig-containing suppressor of T-cell activation), ki je gen imunske regulacije
in je mo¢no izrazen pri mezoteliomu, predstavlja pa morebitno tar¢o za premagovanje
imunske rezistence (2). Kot mehanizem premagovanja imunoloske rezistence je
predlagana tudi terapija z dendriti¢nimi celicami, ki pa je Se v fazi predklini¢nih raziskav

(3).

Vakcine pri mezoteliomu

Razli¢ni tipi vakcin so ze desetletja preizkusani pri mezoteliomu, najveckrat adenovirusi
v kombinaciji s kemoterapijo. Zanimiv je pristop z Ze znanim adenovirusnim vektorjem
in aktivacijo TWIST 1 proteina, ki inducira T-limfocitni celi¢ni odgovor in poveca
imunsko odzivnost tkiva na imunoterapijo (4).

43



CAR-T celi¢na terapija pri mezoteliomu

CAR-T celice prepoznajo antigene na celi¢ni povrsini in povzrodijo lizo tumorskih
celic. Za solidne tumorje je izdelava in ucinkovitost CAR-T celic precejSen izziv. Pri
mezoteliomu pa so CAR-T celice usmerjene na mezotelin, ki je moéno izrazen. Studija, ki
je bila opravljena pri sicer majhnem $tevilu bolnikov je vklju¢evala tudi pembrolizumab,
ki preko inhibicije PD1 spodbudi delovanje CAR-T celic. Vkljuceni bolniki so imeli
napredovalo bolezen, vendar so bili rezultati obetavni z medianim preZivetjem 23
mesecev (5).

Genska terapija mezotelioma

Predlagani pristopi h genski terapiji so bodisi pred ali postranskripcijski. Ker so genetske
mutacije in okvare pri mezoteliomu zelo heterogene (kromsomske delecije regije
9p, mutacije tumor supresorskih genov in epigenetskih regulatorjev), so raziskovali
kromosomske aberacije, ki bi lahko vplivale na imunoterapijo in aplikacijo virusnih
vakcin.

Zanimive so predklini¢ne raziskave z interferenéno RNAi in shRNA (short hairpin
RNA), ki lahko ustavijo izrazanje timidilatne sintaze (TM).

Najveé Studij pa je bilo usmerjenih v raziskovanje miRNA in sicer miR15/16 in miR-126.
MiR15/16 se vezejo na FGF (fibroblast growth factor) receptorje fibroblastov in ustavijo
proliferacijo tumorskih celic v celi¢nih linijah. MiR-126 pa vpliva na angiogenezo.
Zanimivo je, da lahko povecano izrazanje miR-137 deluje kot slab napovedni dejavnik
pri bolnikih z mezoteliomom, vendar v kombinaciji z YBX1 (Y-box binding protein 1)
deluje supresivno na rast celi¢nih linij (6,7).

Novejsi genetski markerji

Raziskovanje miRNA ima lahko vlogo tako pri zdravljenju kot pri odkrivanju novih
bioloskih oznacevalcev. Goricar et al so raziskali serumske vezikle z miR-103-3p, miR-
126-3p in miR-625-3p ter ugotovili, da so bolniki z vi$jo ekspresijo miR-625-3p in miR-
126-3p imeli slabsi odgovor na zdravljenje. Relativno zvisanje vrednosti miR-625-3p je
prineslo 3,2 % nizje prezivetje brez progresa pri raziskani kohorti okoli 200 bolnikov (8).

Zakljucki

Novejsi pristopi k zdravljenju odpirajo ve¢ moznosti za bolnike z redkimi boleznimi kot
je plevralni mezoteliom, vendar $e vedno ostajajo ovire pri Ze uveljavljenem zdravljenju
z imunoterapijo. V prihodnosti pa se obetajo premiki v genetskih raziskavah, ki bodo
pomembne tako za odkrivanje novih terapevtskih taré¢ kot za odkrivanje bioloskih
oznacevalcev.
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Izvleéek

V prispevku bomo predstavili rezultate fizikalnih modelov imunoterapije, ki smo jih razvili v programski
skupini Medicinska fizika na Fakulteti za matematiko in fiziko Univerze v Ljubljani. Glavni cilj raziskav
je bila prepoznava bioloskih znadilnosti tumorjev, od katerih je odvisen odziv na zdravljenje s protitelesi
receptorja programirane celi¢ne smrti 1 (angl. anti-programmed-death-1 (anti-PD-1)). Posebno
pozornost smo namenili meritvam modelskih parametrov ter preverbi rezultatov modeliranja, kar je
eden izmed predpogojev za uspesno translacijo modeliranja v rutinsko predklini¢no in klini¢no prakso.
Predstavili bomo tudi naérte za prihodnost, tj. modeliranje kombinacije anti-PD-1 in radioterapije.

Uvod

Imunoterapija z zaviralci imunskih kontrolnih tock je v zadnjem desetletju spremenila
nacin zdravljenja mnogih vrst raka (1). Kljub izjemnim rezultatom — mozne so celo
popolne ozdravitve nekaterih napredovalih vrst raka, kot sta npr. metastatski melanom in
nedrobnoceli¢ni rak plju¢ — ostaja odprtih $e veliko vprasanj. Medtem ko je imunoterapija
z anti-PD-1 pri nekaterih vrstah raka izjemno uspesna, so rezultati pri drugih vrstah $e
vedno slabi (2). Hkrati pa so tudi pri tistih vrstah raka, pri katerih imunoterapija velja
za uspe$no, bolniki, ki odgovorijo na zdravljenje, $e vedno v manjsini. Posledi¢no bi bilo
bistvenega pomena odkriti najpomembnejse bioloske znadilnosti tumorjev, od katerih je
odvisen odziv na imunoterapijo, definirati optimalna kombinirana zdravljenja in razviti
nove generacije in na¢ine imunoterapij. Vse skupaj pa bo tezko uresnicljivo z zanasanjem
izklju¢no na klini¢ne $tudjije, ki so navadno dizajnirane po principu “poskusov in napak”
(angl. trial-and-error) in so ve¢inoma drage ter zamudne. Stevilo razli¢nih imunoterapij
(brez upostevanja vseh moznih kombinacij in na¢inov doziranja) se je namre¢ v zadnjih
letih izjemno povecalo (3).

Cilji nasih raziskav so bili: (1) razviti mehanisti¢ni model po nacelu od spodaj navzgor
(ang. bottom-up) za simulacijo odziva tumorjev na imunoterapijo anti-PD-1, (2) preveriti
model na podatkih iz literature, (3) preveriti model z lastnimi eksperimentalnimi podatki
in (4) raziskovati, katere bioloske znadilnosti tumorjev bistveno vplivajo na odziv na
imunoterapijo.
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Mehanisti¢ni model imunoterapije anti-PD-1 po nacelu od spodaj navzgor

Osnovni mehanisti¢ni model, ki smo ga najprej razvili, je prikazan z ena¢bami En.1 -

En.4 (4).

dC—k-C-l Cmax SNV -MHCI-(1—PDL1-PD1-(1—PD1 D “TIL-C

E = n m —a - ( - uccup( 't)) En. 1

dTIL 2

— =D SNV (C+ Caeqa)3 — a* SNV - MHCI - PDL1 - PD1 - (1 - PD1mup(D,t)) “TIL-C—d-TIL Ep. 2

AdCdea

Scdead — g - SNV - MHCI - (1 = PDL1- PD1+ (1 = PDIoceyy(D,1))) - TIL - C = I + Caeaq En. 3
4 3 4 3

V(©) = gmrd - (C() + Caeaa(D) + 377y, TIL(E) En. 4

Biologija v modelu je poenostavljena. Model namenoma vsebuje le tiste spremenljivke in
parametre, ki so bistveniza simulacijo imunoterapije anti-PD-1, saj smo Zzeleli, da model
omogoca eksperimentalno preverbo. Opisuje interakcije med dvema bistvenima tipoma
celic: tumorskimi celicami (C) in tumor infiltrirajo¢imi limfociti T (TIL). Poleg tega
vsebuje tudi tiste bioloske parametre, za katere je znano, da so vpleteni v imunoterapijo
anti-PD-1, kot npr. tumorsko mutacijsko breme, ki navadno dobro korelira s Stevilom
enojnih nukleotidnih variacij (angl. single nucleotide variations (SNV)), izrazenost
poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (angl. major histocompatibility complex
(MHCQ)) razredaI na tumorskih celicah ter interakcije med receptorji PD-1 na limfocitih
T in njihovimi ligandi na tumorskih celicah (PD-L1), s katerimi tumorske celice lahko
omejijo imunski odziv. Vedina parametrov v modelu je fiksnih in povzetih iz literature
— le $tirje parametri so prosti in pridobljeni s prilagajanjem modela eksperimentalnim
podatkom iz literature. Zainteresirani bralec lahko njihove definicije, vrednosti in
reference najde v (4).

Opis ¢lenov v modelskih enacbah:

e En. 1, prvi ¢len: Gompertzova funkcija — intrinzi¢na rast tumorja v odsotnosti
imunskega sistema.

e En. 1, drugi ¢len: odmiranje tumorskih celic zaradi interakcij z imunskim sistemom.
e En. 2, prvi ¢len: infiltracija TIL v tumor.

e En. 2, drugi ¢len: odmiranje TIL zaradi interakcij s tumorskimi celicami.

o En. 2, tretji ¢len: odmiranje TIL zaradi naravne smrti.

o En. 3, prvi ¢len: nastajanje mrevih tumorskih celic (glej En. 1).

e En. 3, drugi ¢len: odstranjevanje mrtvih tumorskih celic iz tumorja.

o En. 4, prvi ¢len: celokupen volumen tumorskih celic.

o En. 4, drugi ¢len: celokupen volumen TIL.

Modelske napovedi smo ovrednotili na dveh neodvisnih predklini¢nih Studijah z
melanomom B16, v katerih so avtorji uporabili druga¢no Stevilo nasajenih celic,
druga¢no dozo ali urnik doziranja v primerjavi s $tudijo, na katero smo prilagajali proste
parametre (5,6). Rezultati ujemanja modelskih napovedi z eksperimenti $tudije, ki so jo
izvedli Scharping in sodelavci (6), so predstavljeni na Sliki 1.
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Slika 1. Primerjava modelskih napovedi z eksperimentalnimi podatki (6).

Vidimo lahko, da se simulacije zelo dobro ujemajo s predklini¢nimi podatki, saj so
povsod znotraj eksperimentalnih napak.

Da bi ugotovili, katere so najpomembnejse bioloske znadilnosti tumorjev, od katerih
je odvisen odziv na imunoterapijo anti-PD-1, smo nato naredili ve¢ senzitivnostnih
analiz, pri katerih smo po korakihspreminjali vrednosti klju¢nih bioloskih parametrov
in opazovali posledi¢ne spremembe v simuliranih rezultatih. Rezultati senzitivnostnih
analiz so pokazali predvsem dvoje:

1.) Izrazenost MHC razreda I na tumorskih celicah se je izkazal kot edini parameter,
¢igar vrednost nedvoumno definira odziv na zdravljenje (Slika 2, levo).

2.) Ob pogoju dovolj velike izrazenosti MHC razreda I je model napovedal najboljsi
odziv na imunoterapijo anti-PD-1 pri tumorjih z zmerno izrazenostjo PD-L1 (Slika 2,
desno).
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Slika 2. Levo: Senzitivnostna analiza izrazenosti MHC razreda I, desno: Senzitivnostna analiza
PD-L1.

Drugo napoved modela smo preverili tudi na kliniénih podatkih. V' retrospektivni
studiji smo analizirali podatke 209 bolnikov z razsejanim nedrobnoceli¢nim rakom
pljug, ki so bili zdravljeni z imunoterapijo anti-PD-1 na Onkoloskem institutu Ljubljana
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v obdobju od 2014 - 2019. Med demografskimi podatki, ki smo jih analizirali, sta bila
tudi izrazenost PD-L1 na tumorskih celicah ter celokupno prezivetje bolnikov. Analiza
prezivetja s Kaplan-Meier-jevim diagramom (Slika 3) je pokazala, da so imeli bolniki
z zmerno izrazenostjo PD-L1 (10 % — 90 %) daljSe srednje celokupno prezivetje kot
bolniki s skrajnimi vrednostmi (<10 % ali > 90 %) (17,1 mesec (95 % 1Z 9,6 - 24,5)
proti 12,4 meseca (95 % 12 9,0 - 15,8), p = 0,010). Znanstveni ¢lanek je v pripravi in bo

objavljen v kratkem.
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Slika 3. Vpliv izrazenosti PD-L1 na prezivetje bolnikov, zdravljenih z imunoterapijo anti-PD-1.

Razsirjeni mehanisti¢ni model imunoterapije anti-PD-1 po nacelu od spodaj
navzgor, podprt z lastnimi eksperimenti

Ker smo hoteli fizikalni model $e bolj podpreti in preveriti z lastnimi eksperimenti, smo
v sodelovanju z Oddelkom za eksperimentalno onkologijo na Onkoloskem institutu
Ljubljana naredili serijo predklini¢nih eksperimentov. Na podlagi predhodnih rezultatov,
ki so kazali na pomembno vlogo izrazenosti MHC razreda I in PD-L1 na tumorskih
celicah, smo se odlo¢ili za meritev njune izrazenosti s pretocno citometrijo. S tem smo
zeleli pridobiti oceno o heterogenosti populacije tumorskih celic pred nasaditvijo na
misi. Posledi¢no smo razsirili prvotni model, da se je bolje skladal s tako pridobljenimi
vhodnimi podatki. Raz$irjeni model je prikazan z En. 5-En. 11.

dC1 Cmax
Lokl - -SNV-(l—PDl- 1-pPD1 D,t )-TIL-C
dt 1'n (Z?:1 C, a ( occup( )) 1 En. 5
dCZ Cmax
Tzk'cz'ln<2?_1ci —a-SNV-TIL- G, En 6
dC3 _ Cmax
ke En. 7
dc, ( Cmax )
—=k-Cs-ln En. 8
dt RV
2

dTIL 4 3 En. 9
——=b SNV (Z C + Cdead) —a-SNV - PD1+(1 = PD1oceyp(D, 1)) - TIL - (Cy + C3) —d - TIL n.

-
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Liead — ¢ . SNV - (1 -pPp1-(1- PDloccup(D,t))) “TIL-Cy+a-SNV-TIL-C; — - Caeaa En. 10

4 4 4
V() = 2 rf - (Z Ci(®) + Cavad (z:)) e, - TIL(E) En. 11
3 i 3

Zainteresirani bralec lahko definicije, vrednosti in reference modelskih spremenljivk in
parametrov najde v (7).

Bistvena razlika v primerjavi z osnovnim modelom so $tiri razli¢éne podskupine tumorskih

celic glede na izrazanje MHC razreda I (MHC-I) in PD-L1, in sicer:
e C1 (En. 5): tumorske celice, ki so MHC-I*PD-L1*

e C2 (En. 6): tumorske celice, ki so MHC-I* PD-L1-

e C3 (En. 7): tumorske celice, ki so MHC-I' PD-L1*

e C4 (En. 8): tumorske celice, ki so MHC-I' PD-L1-

Meritve izrazenosti smo izvedli na dveh predklini¢nih celi¢nih linijah, in sicer:

e Mamarni karcinom 4T1 (iz literature poznan kot neodziven na imunoterapijo

anti-PD-1)

o Kolorektalni karcinom CT26 (iz literature poznan kot odziven na imunoterapijo

anti-PD-1).

Rezultate meritev s pretoéno citometrijo, s katerimi smo ocenili zacetne pogoje
spremenljivk C1-4, prikazuje Tabela 1. Zanimivo je, da smo tumorske celice brez
izrazanja MHC razreda I (C3, C4), za katere predpostavljamo, da so odporne na
zdravljenje z imunoterapijo, ker ne predstavljajo antigenov, zaznali le ob eni meritvi pri

CT26, medtem ko so bile pri liniji 4T'1 bolj pogoste.

V nadaljevanju smo na mis$jih modelih naredili tri serije eksperimentov, s katerimi smo
razklopili posamezne bioloske procese, ki jih opisuje fizikalni model:

1.) Tumorske celice obeh celi¢nih linij smo nasadili na gole misi brez prizeljca, torej brez
limfocitov T. Na tak na¢in smo lahko ocenili parametre intrinzi¢ne rasti tumorja k in
Cmax.

2.) Tumorske celice smo nasadili na misi divjega tipa s funkcionalnim imunskim
sistemom. Ob fiksiranih k in Cmax (iz to¢ke 1) smo lahko dolo¢ili Se modelska parametra
a (stopnja interakcije med tumorskimi celicami in TIL) in b (stopnja infiltriranja TIL v
tumor).

3.) Tumorske celice smo nasadili na misi divjega tipa, ki smo jih zdravili z imunoterapijo
anti-PD-1. Podatke, ki smo jih tako pridobili, smo uporabili za ovrednotenje napovedi
modela.

Podobno kot pri osnovnem modelu, smo tudi tokrat naredili serijo senzitivnostnih
analiz, da bi ovrednotili, kateri modelski parameter igra najve¢jo vlogo pri odzivu
tumorjev na imunoterapijo antiPD-1. Tokrat smo izmerjene povpre¢ne vrednosti
modelskih parametrov spreminjali za + izmerjeno standardno deviacijo (SD).
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Tabela 1: Rezultati meritev izrazenosti MHC razreda I in PD-L1 s preto¢no citometrijo.

MHCT P> L1 %)

11,5
3.4
6,6
22,9

1
2
3
4
5

povprecje £
standardna

deviacija (SD)

8,5

10,6 £7,5

4T1

MHC-I* PD-L1" [%]

86,9
96,5
93,4
77,1
90,9

89,0+7,5

0,4
0,1
0,0
0,0
0,3

02+0,2

MHC-I PD-L1* [%]

MHC-T PD-L1" [%]

1,2
0,0
0,0
0,0
0,3

0,3+0,5

1 29,3 70,5 0,0 0,2

2 15,4 84,6 0,0 0,0

3 5,6 94,4 0,0 0,0

4 9,7 90,3 0,0 0,0

5 26,7 73,3 0,0 0,0
povpredje £
standardna 17,3+ 10,4 82,6 +104 0,0 £0,0 0,04 + 0,09

deviacija (SD)

CT26

MHC-I* PD-L1" [%]

MHC-I PD-L1* [%] MHC-T PD-L1" [%]

Modelske simulacije so dobro napovedale neodzivnost celi¢ne linije 4T1 (rezultati
niso prikazani). Modulacija modelskih parametrov za + SD pa ni prinesla bistvenih
sprememb rezultatov — celi¢na linija 4T1 je, tako kot v realnosti, ostala neodzivna na
zdravljenje z imunoterapijo anti-PD-1. Rezultate za kolorektalni karcinom CT26 pa

prikazuje Slika 4.

CT26, divji tip, terapija anti-PD-1, obéutljivostna analiza C4
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Slika 4. Eksperimentalni podatki tumorjev celi¢ne linije CT26, ki so bili zdravljeni z

imunoterapijo anti-PD-1 ter senzitivhostna analiza parametra C4.



Ze pogled na eksperimentalne podatke je zelo zanimiv. V treh primerih je tumor
po zdravljenju popolnoma izginil, v enem primeru smo dosegli dolgotrajen nadzor
nad boleznijo, v dveh primerih pa se tumorja na zdravljenje nista odzvala. Modelske
simulacije so po drugi strani napovedale zastoj v rasti tumorja s kasnej$o ponovno rastjo,
kar se eksperimentalno ni pokazalo.

Najbolj zanimiva pa je bila senzitivnostna analiza parametra C4 (tumorske celice
MHC-T PD-LT"). Pokazala je, da je mogoce popoln odziv na zdravljenje dose¢i le v
primeru homogenih tumorjev, pri katerih popolnoma vse tumorske celice izrazajo
MHC razreda I. Z zmanj$anjem C4 za eno standardno deviacijo v simulacijah ob
nasaditvi tumorjev namre¢ ni bilo ve¢ celic brez izrazanja MHC razreda I. Glede na
cksperimentalne rezultate preto¢ne citometrije v Tabeli 1, se pri CT26 tak scenarij
najverjetneje pogosto zgodi. Po drugi strani pa simulacije tudi pokazejo, da Ze majhen
delez MHC-T celic povzrodi, da take celice tekom zdravljenja prevladajo, kar vodi v
neuspeh zdravljenja z anti-PD-1. Ti rezultati $e dodatno potrjujejo in nadgrajujejo
ugotovitve osnovnega modela, in sicer o pomembni vlogi izrazenosti MHC razreda I na
tumorskih celicah pri odzivu na imunoterapijo anti-PD-1, kar bi bilo zanimivo preveriti
tudi v klini¢ni praksi.

Naért za prihodnost: Mehanisticni model imunoterapije anti-PD-1 v
kombinaciji z radioterapijo

V zadnjih letih je postalo jasno, da radioterapija pri zdravljenju raka ni koristna samo
zaradi Ze dolgo znanega direktnega citotoksi¢nega efekta, ampak ima tudi imunogeni
utinek. Studije kazejo, da radioterapija (med drugim) v tumorju povzro¢a imunogeno
celi¢no smrt (8), poveca tumorsko mutacijsko breme in poveéa izrazanje MHC razreda
I (9). Vsi navedeni efekti pozitivno vplivajo na stimulacijo imunskega sistema, zato se
poglobljeno raziskujejo kombinacije imunoterapije in radioterapije v upanju, da bi s tem
povecali delez bolnikov, ki bi odgovorili na zdravljenje. Ker pa je ve¢ina zgoraj navedenih
efektov radioterapije dozno in ¢asovno odvisnih, verjetno ni potrebno posebej poudarjati,
da se pri tak$ni kombinirani terapiji pojavi Se veliko ve¢ prostostnih stopenj in odprtih
vprasanj kot pri imunoterapiji kot monoterapiji. Pomo¢ podobnih fizikalnih modelov,
kot smo jih predstavili v prispevku, bi v takih primerih zagotovo prisla $e bolj do izraza.
Njihov razvoj je prav gotovo eden izmed ciljev nase skupine v bliznji prihodnosti.
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Izvleéek

Bolniki z razsejanim nedrobnoceli¢nim rakom plju¢ (NDRP) in izrazenostjo PD-L1 < 50 % slabse
odgovorijo na zdravljenje z zaviralci imunskih kontrolnih to¢k (ZIKT) kljub dodatku kemoterapije.
Predklini¢ne in klini¢ne raziskave so pokazale sinergisticno delovanje obsevanja in ZIKT. Ni
znano katera doza, frakcionacija, ¢asovna umestitev in izbira tarée bi bila najbolj optimalna za
imunomodulacijo. Trenutno potekajo raziskave z ablativnim obsevanjem s SBRT tehniko. S PRIMM
raziskavo pa zelimo izboljSati odgovor na kombinirano sistemsko zdravljenje s paliativnim obsevanjem
ve¢ metastatskih mest.

V klini¢éno nerandomizirano raziskavo faze II vklju¢ujemo bolnike s primarno razsejanim NDRP
in izrazenostjo PD-L1 < 50 %, ki bodo prejeli sistemsko zdravljenje s kemoterapijo in ZIKT. Pred
sistemskim zdravljenjem prejmejo paliativno obsevanje na 2-5 mest. Primarni cilj je izbolj$anje
prezivetja brez bolezni za vsaj 3 mesece v primerjavi s histori¢no kohorto.

Od julija 2022 do marca 2023 smo v raziskavo vklju¢ili 14 od predvidenih 50 bolnikov v srednji starosti
66 let (razpon 56 do 75 let). Pri 64% bolnikov je bila histologija adenokarcinom. Vsi so zakljucili
obsevanje po protokolu, nezeljeni uéinki so bili blagi (dve bolnici G1 in G2). Zaradi poslabsanja
splo$nega stanja ena bolnica ni prejela sistemskega zdravljenja, pri dveh pa je bilo pred¢asno prekinjeno.
Belezili smo 3 progrese (po 2m, Sm, Sm) in tri oligoprogrese primarnega tumorja. Pri eni bolnici je
prislo do G5 jetrne odpovedi po prvem krogu sistemskega zdravljenja.

Vmesna analiza poteka raziskave PRIMM je pokazala dobro komplianco bolnikov v eksperimentalni
roki zdravljenja, malo nezeljenih ucinkov in izbolj$anje simptomov bolezni po obsevanju. Casovni
potek zdravljenja ustreza protokolu. Zaradi G5 jetrne odpovedi po 1 krogu sistemskega zdravljenja je
predvidena dodatna analiza in za¢asno zmanjsanje predvidenega obsevalnega volumna jeter.

Kljuc¢ne besede: nedrobnoceli¢ni rak plju¢, imunomodulacija, obsevanje, kombinirano zdravljenje

Uvod

Rak plju¢ je kljub novim uspes$nim zdravljenjem (sistemskim in lokalnim) $e vedno
najpogostejsi vzrok smrti zaradi raka na svetu (1). Nedrobnoceli¢ni rak plju¢ (NDPR)
je heterogena bolezen s $tevilnimi genetskimi in epigenetskimi alteracijami. Genetske
mutacije vplivajo na aktivacijo onkogenih poti in/ali inhibicijo tumor supresorskih
genov, ki vodijo v maligno transformacijo in nastanek prekurzorskih rakavih celic.
Patofiziologija in nastanek raka je poleg genetskih sprememb odvisna tudi od tumorskega
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mikrookolja in imunskega sistema bolnika. Poznavanje genomskih sprememb, biologije
tumorskega mikrookolja in imunskega odziva je vodila v razvoj novejsih zdravil, ki so
revolucionalizirale sistemsko zdravljenje raka plju¢ (2). V to skupino spadajo tar¢na

zdravila in zaviralci imunskih kontrolnih to¢k (ZIKT) (2—4).

Imunski pobeg je pogost vzrok za nastanek razliénih vrst raka. Vecina rakov plju¢
pobegne imunskemu nadzoru in to preko razliénih mehanizmov. Tumorske celice
lahko direktno zavirajo gostiteljev imunski odziv z aktivacijo negativnih regulatornih
poti, ki jih poznamo pod imenom imunske kontrolne toc¢ke. Dve kontrolni to¢ki, in
sicer citotoksi¢ni T-limfocit 4 (angl. cytotoxic T-lymphocyte protein-4; CTLA-4) in
programirana celi¢na smrt-1 (angl. programmed cell death-1; PD-1), sta trenutno najbol
preucevani in tudi uporabljeni v zdravljenju raka. Pri zdravljenju raka se uporablja
protitelesa proti imunskemu regulatorju CTLA-4 in PD-L1/PD-1. V klini¢ni praksi
ZIKT pogosto imenujemo imunoterapija, kar je sicer $ir$i izraz za skupino zdravil, ki
delujejo na imunski sistem bolnika (2,5).

Sedanji standard zdravljenja bolnikov s primarno razsejanim NDRP je sistemsko
zdravljenje. Z izjemo tar¢nega zdravljenja pri zZleznem raku z znanimi mutacijam, se pri
napredovalem NDRP v prvi liniji odlo¢amo za zdravljenje z imunoterapijo z dodatkom
kemoterapije ali brez nje. Kombinirano zdravljenje s kemoterapijo je priporoceno pri
bolnikih z izrazenostjo PD-L1 pod 50 % (2). Veliko bolnikov na omenjeno zdravljenje

ne odgovori ali pa je odgovor na terapijo slabsi od pri¢akovanega.

Z namenom izbolj$anja odziva na sistemsko zdravljenje z imunoterapijo se v literaturi
vedno bolj omenja obsevanje. Obsevanje dobiva vedno ve¢ veljave kot modulator
imunskega odziva, ki potencialno vpliva na lokalno ter tudi sistemsko kontrolo bolezni.
Stevilne predklini¢ne in klini¢ne $tudije, ki so primerjale imunoterapijo in kombinirano
zdravljenje z obsevanjem, so pokazale sinergisticen udinek (6-9). To¢ni mehanizmi,
s katerimi obsevanje sprozi imunski odgovor, $e vedno niso do potankosti pojasnjeni.
Predklini¢ne $tudije so Eokazale, da je imunski odgovor mo¢no odvisen od doze in
frakcionacije obsevanja. Se vedno pa ni jasno, katera doza in frakcionacija bi sprozila
najbolj optimalen odgovor. Prav tako ni jasno, koliko zasevkov in katere bi bilo najbolje
obsevati ter kak$na naj bo ¢asovna umestitev obsevanja (pred, med ali po imunoterapiji)
(10). Kombinacija zdravljenja z obsevanjem in imunoterapijo je zaradi verjetnega
sinergisti¢nega uc¢inka zelo priljubljena tema raziskovanj. Trenutno je odprtih ve¢ $tudij.
Vedina $tudij primerja imunoterapijo in imunoterapijo s sterotakti¢nim (ablativnim)
obsevanjem (11). Za modulacijo imunskega odziva z obsevanjem bi zelo verjetno bila
dovolj nizja paliativna doza, ki je enostavnejsa za izvedbo in primerna za skoraj vsa
metastatska mesta.

Utemeljitev raziskave

Bolniki z razsejanim NDRP in izrazenostjo PD-L1 < 50 % slabse odgovorijo na
zdravljenje z ZIKT kljub dodatku kemoterapije v I liniji zdravljenja. Z dodatkom
obsevanja pred pri¢etkom sistemskega zdravljenja, bi z imunomodulacijo lahko vplivali
na odgovor na sistemsko zdravljenje in dosegli daljsi ¢as do progresa bolezni.

Trenutno je odprtih ve¢ klini¢nih raziskav, ki proucujejo kombinirano zdravljenje z
ZIKT in obsevanjem. Po do sedaj znanih podatkih nobena ne proucuje obsevanja vecih
metastatskih mest in/ali primarnega tumorja s paliativno celokupno dozo pred prvim
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redom zdravljenja razsejane bolezni.

Metode/Zasnova raziskave/Cilji

Raziskava je zasnovana kot klini¢na nerandomizirana intervencijska raziskava faze 2 in
poteka na Onkoloskem institutu Ljubljana, Univerzitetnem kliniénem centru Maribor
(UKC MB) in Univerzitetni kliniki Golnik. Vklju¢ujemo bolnike s histolosko ali/in
citolosko potrjenim razsejanim NDRP, kjer manj kot 50 % tumorskih celic izraza PDL 1
in pri katerih je predvidena sistemska terapija prvega reda s kemoimunoterapijo. Bolniki
pred sistemskim zdravljenjem prejmejo obsevanje s paliativno dozo na ve¢ metastatskih
mest in/ali primarni tumor (2 do 5 mest). Vsi bolniki so obsevani s totalno dozo (TD)
20 Gy v 5 frakcijah.

Primarni cilj je izbolj$anje srednjega ¢asa brez progresa bolezni za vsaj 3 mesece.

Rezultati zdravljenja bodo primerjani s histori¢no kohorto bolnikov, zdravljenih le s
sistemsko kemoimunoterapijo. Histori¢na skupina bo izbrana z statisti¢cno metodo PSM
(»ujemanje ocene nagnjenosti«, (ang. Propensitiy score matching).

V raziskavo bo vklju¢enih 100 bolnikov, 50 v prospektivno in 50 retrospektivno
histori¢no skupino (dvostranska alfa 0,05, beta 0,2). Registrirana je na clinicaltrials.gov -

NCT05440916.

Vmesna analiza poteka raziskave

Od julija 2022 do marca 2023 smo v raziskavo vkljuili 14 bolnikov. Sest mogkih in 8
zensk, v srednji starosti 66 let (razpon 56 do 75 let). Najpogostej$a patohistologija je
bil adenokarcinom (9 bolnikov), stirje bolniki so imeli plos¢atoceli¢ni in ena bolnica
adenokvamozni rak plju¢. Izrazenost PDL-1 je bila 0% pri 10 bolnikih, ostali bolniki so
imeli izrazenost 5, 10, 30 in 40 %. Zasevki so bili pristni samo na plevri pri dveh bolnikih
(Ml1a), pri ostalih so bili zasevki prisotni v 2 do 5 organih (M1c). Ena bolnica je imela
stereotakti¢no obsevane tri mozganske zasevke.

V ¢asu vmesne analize (5.5.2023) je bil srednji ¢as sledenja 4m (razpon 0 - 8m).
Trinajst bolnikov je prejelo predvideno zdravljenje, pri eni bolnici je prislo pred uvedbo
do motenj ritma in sréega popusanja, zato zaradi pridruzenih bolezni sistemskega
zdravljenja ni prejela. Stirje bolniki so prejemali vzdrzevalno sistemsko zdravljenje, pri
treh je bilo kombinirano sistemsko zdravljenje uvedeno.Dve bolnici sta bili na sledenju
(pred¢asno prekinjeno zdravljenje), tri bolnice so umrle. En bolnik je prejemal II linijo
sistemskega zdravljenja in ena bolnica je bila v postopku paliativnega obsevanja progresa
v subkarinalne bezgavke. Pri treh bolnikih smo belezili progres 2m, Sm, in 5m, po uvedbi
sistemskega zdravljenja. Pri treh bolnikih je prislo do oligoprogresa primarnega tumorja.
Pri vseh treh je predvidena paliativna reiradiacija primarnega tumorja in nadaljevanje z
vzdrzevalnim zdravljenjem.

Vsi bolniki so prejeli obsevanje po protokolu. Vsi so imeli obsevan primarni tumor, s
skupnim $tevilom tar¢ 2 pri 3-¢h bolnikih, 3 pri 5-ih, 4 pri 4-ih in 5 pri dveh bolnikih.
Nezeleni ucinki obsevanja so se pojavili pri eni bolnici v ¢asu obsevanja z G2 drisko in
pri drugi bolnici z rde¢ino koze G1 2 tedna po obsevanju. Povpreé¢ni ¢as od obsevanja do
uvedbe sistemskega zdravljenja je bil 11 dni (razpon 2-18 dni). Toksi¢nost sistemskega
zdravljenja ni bila povecana, pneumonitisa kljub obsevanju plju¢ nismo belezili.
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Pri eni bolnici je priSlo po prvem krogu karbo/pemetreksed/pembrolizumab do
G5 jetrne odpovedi. Ker gre za morebitno toksi¢nost kombiniranega zdravljenja z

obsevanjem in ZIKT je bila odrejena obdukcija.

Razprava

Vmesna analiza poteka raziskave PRIMM je pokazala dobro komplianco bolnikov
v eksperimentalni roki zdravljenja in malo neZeljenih ucinkov. Vsi bolniki so prejeli
predvideno zdravljenje z obsevanjem z blago akutno toksi¢nostjo pri dveh bolnicah. Pri
Sestih bolnikih smo po obsevanju opazovali izbolj$anje splosnega stanja z zmanj$anjem
simptomov bole¢ine in kaslja. Tudi pri sistemskem zdravljenju nismo beleZili povecane
toksi¢nosti, pri dveh bolnikih je bilo sistemsko zdravljenje pred¢asno prekinjeno zaradi
slabega splo$nega stanja.

Casovni potek raziskave je dobro zastavljen in poteka po protokolu. Bolniki pri¢nejo z
obsevanjem povpre¢no 1 dan po vkljuditvi in s sistemskim zdravljenjem povpre¢no 11
dni po zakljuc¢ku obsevanja. Do zakasnitve nad 2 tedna je prislo samo pri dveh bolnikih
zaradi prebolevanja okuzbe.

Utinkovitost zdravljenja tako zgodaj $e ne moremo ocenjevati. Srednji ¢as do progresa
pri prvih 11 vkljucenih bolnikih je Sm v srednjem ¢asu sledenja 4m. Pri treh bolnikih
je priSlo do progresa bolezni in je bilo zdravljenje prekinjeno. Trije bolniki imajo
predvideno obsevanje oligoprogresa lokalno in nadaljevanje vzdrzevalnega zdravljenja.

Potencialno nezeleni u¢inek kombiniranega zdravljenja z obsevanjem in ZIKT bi lahko
predstavljala G5 jetrna odpoved pri bolnici po 1. ciklusu kemoimunoterapije, ob tem pa
je kontrolni CT pokazal regres jetrnih zasevkov. Ceprav je verjetnost nezelenih utinkov
visokodoznega obsevanja jeter in socasne terapije s ZIKT zelo nizka (12), je pri bolnici
za razjasnitev stanja predvidena obdukcija. Zaradi varnosti bolnikov smo sedaj zacasno
zmanj$ali predviden volumen obsevanih jeter na eventuelno majhne periferno lezece
zasevke.
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Kemokini so majhni signalni proteini iz druzine citokinov, ki inducirajo migracijo
imunskih celic. Vrsta in stopnja infiltracije imunskih celic v tumorskem mikrookolju
lahko vpliva na potek bolezni in korelira z u¢inkovitostjo imunoterapij pri bolnikih z
rakom. Poleg tega je znano, da z radioterapijo, kot enim od glavnih nadinov zdravljenja
raka, lahko sprozimo pozitivne imunomodulatorne udinke. Iz navedenih razlogov
genski elektroprenos (GET) plazmidne DNA z zapisom za vnetna kemokina CCLS5 ali
CCL17 v kombinaciji s klasi¢no radioterapijo tako predstavlja enega izmed potencialnih
pristopov pri zdravljenju raka.

Vpliv plazmidne DNA z zapisom za kemokina CCL5 ali CCL17 na viabilnost in
izrazanje vnetnih citokinov smo najprej dolocevali pri dveh misjih celi¢nih linijah
raka debelega ¢revesa CT26 in raka dojke 4T1 in vitro. Viabilnost smo dolocevali s
testom PrestoBlue, izrazanje pa s qRT-PCR. Kemotakti¢ne lastnosti obeh kemokinov
smo dolod¢ili s testi kemotakse iz vitro in z modelom dorzalnega okna iz vivo. Pri tem
smo spremljali migracijo imunskih celic proti mi§jim tumorskim celicam in tumorjem
CT26 in 4T1, transfeciranim s plazmidno DNA z zapisom za posamezni kemokin.
Protitumorsko u¢inkovitost kombinirane terapije GET kemokinov in dveh obsevalnih
rezimov (enkratna doza 10 Gy ali frakcionirana doza 3 x 5 Gy) smo dolo¢evali z
doloc¢evanjem zaostanka v rasti tumorjev in izrazanjem vnesenih kemokinov, ter vnetnih
citokinov. Sestavo tumorskega mikrookolja po kombinirani terapiji smo dolo¢evali z
imunofluorescenénim ozna¢evanjem imunskih celic in zil (CD4, CD8 in CD31).

Viabilnost celic po transfekciji s plazmidno DNA z zapisom za kemokina je bila
> 75 %. Poleg tega je trasfekcija vodila v poviano izrazanje vnesenih kemokinov ter
vnetnih citokinov CXCL9, CXCL10 in IL-6, ki sodelujejo pri usmerjanju imunskih
celic. Testi kemotakse so pokazali, da kemokina CCL5 in CCL17 lahko inducirata
migracijo misjih makrofagov RAW264.7 in vitro in splenocitov v tumorje in vivo.
Zaostanek v rasti tumorjev. CT26 in 4T1 po samostojnem GET je bil zanemarljiv
in primerljiv med tretiranimi skupinami. Primerjava stopnje infiltracije posameznih
imunskih celic v tumorsko mikrookolje je pokazala, da se $tevilo CD4+ celic T pomagalk
in citotoksi¢nih CD8+ celic T ubijalk pri obeh tumorskih modelih pove¢a po GET
kemokinov in zmanj$a po samem obsevanju. Zmanjsanje Stevila imunskih celic je bilo
opazeno tudi pri kombinirani terapiji in korelira z zmanj$anjem CD31+ endotelnih
celic, ki predstavljajo zilje. Zaostanek v rasti tumorjev CT26 in 4T1 je bil statisti¢no
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znadilno dalj$i po kombinirani terapiji tumorjev z GET kemokinov pri obeh obsevalnih
rezimih, pri ¢emer smo dosegli tudi popolne odgovore tumorjev na zdravljenje. Pri
tumorskem modelu CT26 je bilo v primerjavi s tumorskim modelom 4T1 vegje $tevilo
popolnih odgovorov, vendar pa smo protitumorsko u¢inkovitost kemokinov dokazali le
pri tumorjih 4T 1. Rezultati kazejo na potencial kemokinov v imunoterapiji raka, vendar
je za njihovo implementacijo potrebna nadaljnja optimizacija kombinirane terapije.
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Obetavni pristop za izboljSanje uspehov zdravljenja na podroé¢ju imunoterapije
raka predstavlja uvedba nanotehnologije in nanodelcev. Eni od takih nanodelcev
so prokariontski virusi bakteriofagi, ki imajo velik potencial za genski inZeniring in
odpirajo nove moznosti pri razvoju vakcin. Z razvojem tehnologije predstavitve na
bakteriofagu (angl. phage display) lahko bakteriofage uporabimo kot ciljne nanonosilce
za predstavitev tumorskih antigenov imunskim celicam. Cilj raziskave je bil razvoj gensko
spremenjenih neliti¢nih filamentoznih bakteriofagov M13, ki na svoji povrsini izrazajo
tumorske peptide MAGE-A1161-169 v fuziji z velikimi pVIII ali malimi pIII plas¢nimi
proteini bakteriofaga kot potencialno vakcino za zdravljenje malignega melanoma. Za
pripravo bakteriofagne vakcine smo uporabili tehnologijo predstavitve na bakteriofagu,
in sicer kombinacijo fagemida in pomozZnega filamentoznega bakteriofaga. Gostiteljsko
bakterijo Escherichia coli z uspesno transformiranim rekombinantnim fagemidom
pComb8-MAGE-A1 ali pComb3XSS-MAGE-A1 smo okuzili s pomoznimi bakteriofagi
VCSM13 in po prekono¢ni inkubaciji novonastale rekombinantne filamenozne
bakteriofage odistili s kromatografskimi kolonami. C57BL/6 misi smo intraperitonealno
vakeinirali z 1012 pfu (angl. plaque forming units) rekombinantnih fagov/mis trikrat v
zaporednih dvotedenskih intervalih, kot kontrolo smo uporabljali divji tip bakteriofaga
M13 in PBS. Sedem dni po vsaki dozi vakcine smo odvzeli serum in ga analizirali z
metodo ELISA. Prisotnost proteinske fuzije izrazene na rekombinantnih bakteriofagih
smo potrdili s prenosom Western (protein pIII-MAGE-A1) in z LC-MS/MS (protein
pVIII-MAGE-A1). Dokazali smo, da je intraperitonealna aplikacija bakteriofagne
vakcine varna, pri poskusnih zivalih ni bilo opazenih stranskih u¢inkov. Kljub razli¢ni
gostoti prikaza tumorskega peptida v fuziji s pIII v primerjavi s pVIII sta oba aktivirala
humoralno imunost, saj smo dokazali tako prisotnost proti-fagnih in proti-MAGE-A1
protiteles, katerih odziv se je poveceval od prve do tretje doze bakteriofagne vakcine.
Dokazali smo, da se proti-MAGE-A1 protitelesa vezejo tudi na naravno izrazene epitope
na povrsini tumorskih celic B16F10 iz vitro. Imunoterapija z gensko spremenjenimi
filamentoznimi bakteriofagi, ki na svoji povrsini izrazajo tumorski peptid MAGE-A1
je varna ter pri poskusnih Zivalih sprozi humoralni imunski odziv. Menimo, da
bakteriofagne vakcine predstavljajo obetaven nadin zdravljenja malignega melanoma
samostojno ali v kombinaciji z drugimi Ze obstojecimi pristopi zdravljenja.
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Stereotakti¢no obsevanje telesa (SBRT) je obsevalna tehnika, ki jo od leta 2016
izvajamo na Onkoloskem institutu Ljubljana (1,2). Je visoko natan¢no, neinvazivno
in slikovno vodeno hipofrakcionirano obsevanje z nizko stopnjo nezelenih ucinkov.
Omogoca dobro lokalno kontrolo bolezni, kontrolo simptomov bolezni, podaljsa ¢as
do menjave sistemskega zdravljenja ter izboljsa prezivetje z nizko stopnjo nezelenih
u¢inkov (3,4). Na izid zdravljenja lahko poleg klini¢nih dejavnikov vpliva tudi predpis
obsevalnega odmerka in lokacija zasevka. Hipoteza raziskave je bila, da bioloska
efektivna doza, volumen obsevanja, lokacija zasevka in histopatoloski podtip raka
vplivajo na izid zdravljenja s tehniko SBRT. Namen raziskave je bil opredeliti vpliv
klini¢nih in obsevalnih dejavnikov na izid zdravljenja s SBRT v Sloveniji. V raziskavi
smo retrospektivno pregledali podatke bolnikov z metastatskim rakom, zdravljenih na
Onkoloskem institutu Ljubljana od 2016 — 2021 s tehniko SBRT. Zbrali smo osnovne
demografske podatke bolnikov, podatke o primarnem tumorju, metastatski bolezni,
predpisu obsevalnega zdravljenja, obsevalnega nacrta, lokalni kontroli bolezni, zapletih
zdravljenja in prezivetju. Povezavo med klini¢nim izidom zdravljenja (lokalno kontrolo,
prezivetje) in podatki iz obsevalnih na¢rtov smo preverili z ustreznimi statisti¢nimi testi.
Rezultati raziskave, ki jih bomo predstavili na strokovnem srec¢anju, bodo pomembni
za prilagoditev obstojecega algoritma zdravljenja kostnih zasevkov s tehniko SBRT pri
bolnikih z metastatskim rakom v Sloveniji.
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Murine stem cell transplantation is a well-established method for studying leukemia in
vivo. Lethally irradiated recipient mice reconstituted by leukemic stem cells recapitulate
the leukemic course of disease and can be used to investigate the function of candidate
oncogenes and tumor suppressor genes.

Deregulation of the Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription
(JAK/STAT) signaling pathway is found in hematopoietic malignancies with STATSA/B
controlling leukemic cell survival and disease progression. While mutations in STAT5B
are frequently present in hematopoietic malignancies, this is not the case for STATSA.
To characterize the individual contributions of both isoforms in leukemogenesis, we
isolated bone marrow cells of STATSA and STATSB knockout mice and retrovirally
transduced them with the BCR/ABL oncogene. Adoptive transfer of STAT5B-deficient
leukemic cells led to a significantly longer disease onset compared to STATSA-deficient
leukemic cells, hence defining STATSB as the major isoform responsible for BCR/
ABL+ leukemia.
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Purpose: To quantify inter-institute variability and evaluate plan transferability via
Knowledge-Based approach in the contest of Right and Left Whole Breast Irradiation
(R/L-WBI).

Materials and methods: Ten institutes delivering WBI with TF technique (wedged or
FiF) set their KB model (10 for R-WBI and 8 for L-WBI) by using RapidPlan (Varian
Inc.) and following the same criteria of contouring and modeling. Two patients from
each center out of the training set were tested on models exporting prediction bands
of OARs (heart, ipsi/contralateral lung, contralateral breast). SD of mean predicted
DVHs among institutes was assessed as inter-institute variability. Estimated Principal
component (PC1) was considered for transferability models evaluation, i.e when the
OARs PClI’s test set was within 10*-90* percentile of the training set.

Results: Inter-institute variability was around 1.8% for ipsilateral lung in R/L-WBI cases
and 1.6% for heart in L-WBI (in the 20-80 % dose range) (Figure 1). For R-WBI study:

the predicted ipsilateral lung D__test set patients was correlated with median PTV
D99% data set (R*= 0.78), once "excluded INST6; PC1 values were always within the
range of applicability for every model (> 94% of patients) excluding INST6. For L-WBI
study: high transferability for both ipsilateral lung and heart (> 80% of successes) was
found among institutes; D__heart prediction was consistent among institutes (1.8 Gy)
excluding INSTT1.

Conclusions: Results show a limited inter-institute variability of plan prediction models
and a sufficiently inter-institute transferability, excepting one institute differently
for R/L-WBI study. These achievements, obtained within a granted multi-institute
MIKAPOCo study, pave the way in generating benchmarks for plan prediction in
WBI with potentially relevant applications for large-scale KB-driven automatic plan
optimization, QA audit and tutoring/education purposes.
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Figure 1. top: mean predicted ipsilateral lung and heart DVH between institutes for R-WBI
study (left) and for L-WBI study (right) respectively, filled area represent inter-institute
variability; bottom: mean predicted ipsilateral lung and heart data distribution by model
institutes on test set patients for R-WBI (left side) and L-WBI (right side) study respectively
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Artificial Intelligence (AI) is quickly entering many aspects of our lives, including
medicine. However, its role and impact is still relatively uncertain. In this lecture, we’ll
review potential and importance of Al-supported analytics and decision-making based
on medical imaging, with specific focus on precision medicine. We will review how the
key stakeholders (medicine, imaging and business communities) perceive importance
of Al in precision medicine. We will review example of theranostics treatment of
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NETs) targeting somatostatin
hormone receptors. We will report on how Al-supported image analytics can help
with treatment decisions, how it can uncover tremendous heterogeneity of treatment
response and complex dynamics of individual-lesion response, which makes it difficult
to optimize therapies in the context of precision medicine. Finally, we will briefly review
different methods for improving interpretability of Al tools, and regulatory frameworks
for enabling adoption of Al-supported tools in medicine.
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Ionizirajoée sevanje poskoduje genetski material celic (DNA) s ¢imer onemogo¢i njihovo
nadaljnje deljenje. Poleg neposrednega citotoksi¢nega uc¢inka s povzroditvijo apoptoze,
pa obsevanje uc¢inkuje tudi preko aktivacije imunskega sistema, tj. s povzroditvijo
imunogene celi¢ne smrti (ICD) (1). ICD predstavlja na¢in umiranja celic, ki u¢inkovito
spodbudi pridobljeni imunski odziv proti neo-antigenom, ki jih spros¢ajo umirajoce
ali mrtve celice (2). Imunski odziv ojatajo molekule DAMP (ang. damage-associated
molecular patterns, oz. s poskodbo povezani molekulski vzorci), ki se spro$éajo iz celic
in sluzijo kot signali nevarnosti (3). Dve izmed molekul DAMP sta tudi jedrni protein
HMGBI (ang. high mobility group box 1, oz. protein visoko-mobilne skupine 1) in
ATP, ki se ob ICD sprostita iz celic (4). Namen nase raziskave je bil ugotoviti kako doza
obsevanja, ¢as po obsevanju vpliva na spros¢anje HMGBI1 in ATP iz treh razli¢nih misjih
tumorskih celi¢nih linij, ki tvorijo razli¢no imunogene tumorske modele. Uporabili smo
celi¢no linijo melanoma B16F10, karcinoma dojke 4T1 ter karcinoma debelega ¢revesa
CT26. Obsevali smo jih z dozami pri katerih umre 30, 50 ali 70 % celic (IC30, IC,, IC70),
ki smo jih dolo¢ili s testom klonogenosti, spros¢anje HMGBI1 in ATP pa spremljali 4, 24
in 48 h po obsevanju. Pokazali smo, da v primerjavi z ostalima linijama, najve¢ proteina
HMGBI (absolutna vrednost) sprosti celi¢na linija 4T'1, spro$¢anje pa se povecuje z
dalj$anjem intervala od obsevanja. Spros¢anje HMGBI se povecuje tudi z dozo sevanja,
ki pa je znacilno le 48 ur po obsevanju celi¢ne linije CT26 v primerjavi z neobsevanimi
kontrolnimi celicami. Najve¢ ATP se v primerjavi z ostalima linijama sprosti pri celi¢ni
liniji CT26. Koncentracija ATP nara$¢a s ¢asom po obsevanju in doseze maksimum
48 ur po obsevanju pri vseh treh linijah. 48 ur po obsevanju se pri vseh treh linijah za¢ne
pojavljati tudi apoptoza. Nasi rezultati kazejo, da je spros¢anje proteina HMGBI ter
spro$canje ATP odvisno od vrste tumorskih celic, doze obsevanja ter ¢asa po obsevanju. Za
nadaljnjeovrednotenjeICDbodopotrebnesedodatneraziskavespros¢anjamolekul DAMP.

68



Literatura

. Sia]J, Szmyd R, Hau E, Gee HE. Molecular mechanisms of radiation-induced cancer
cell death: a primer. Front Cell Dev Biol. 2020;8:41.

. Galluzzi L, Vitale I, Warren S, et al. Consensus guidelines for the definition,

detection and interpretation of immunogenic cell death. J] ImmunoTher Cancer.
2020; 8(1):000337.

. Kroemer G, Galluzzi L, Kepp O, Zitvogel L. Immunogenic cell death in cancer
therapy. Annual Review of Immunology. Annu Rev Immunol. 2013;31:51-72.

. Kepp O, Galluzzi L, Martins I, et al. Molecular determinants of immunogenic cell
death elicited by anticancer chemotherapy. Cancer Metastasis Rev. 2011;30(1):61-
69.

69



RADIOOZNACENI LIGANDI CCK2R KOT POTENCIALNI
RADIOFARMAKI V TERANOSTIKI BOLNIKOV
Z MEDULARNIM RAKOM SCITNICE - PRIMER
TRANSLACIJSKE STUDIJE (STUDIJA PREDKLINIKE)

Petra Kolenc!, Renata Mikolajczak?, Clemens Decristoforo®, Theodosia Maina®, Katja
Zaletel', Alicja Hubalewska-Dydejczyk®

! Klinika za nuklearno medicino, Univerzitetni klinicni center Lijubljana, Zaloska 2, 1000 Ljubljana,
Slovenija

% Radioisotope Centre POLATOM, National Centre for Nuclear Research, Otwock, Poljska

3 Department of Nuclear Medicine, Medical University Innsbruck, Innsbruck, Avstrija

* Molecular Radiopharmacy, INRASTES, NCSR “Demokritos’, Atene, Griija

5 Chair and Department of Endocrinology, Jagiellonian University Medical College, Krakow, Poljska

Elektronski naslov: petra.kolenc@kclj.si

Radiofarmaki so z radionuklidi oznac¢ene molekule, ki jih uvr§¢amo med zdravila. Glede
na namen uporabe, oziroma uporabljen tip radioizotopa, jih delimo na radiodiagnostike
in radioterapevtike. Teranosti¢ni pristop v nuklearni medicini vklju¢uje kombinacijo
molekularne diagnostike in terapije, in sicer z uporabo iste nosilne molekule, oznacene
z razliénimi radionuklidi. Tovrstni radiofarmaki so praviloma sestavljeni iz vektorskega
dela, distan¢nika in bifunkcionalnega kelatorja, ki je izbran na na¢in, da omogoc¢a tvorbo
kelata z razli¢nimi radioizotopi. Vektorski del molekule je tisti, ki v osnovi definira
vezavo na izbrano tar¢o. Ena od taksnih tar¢ je tudi holecistokinski-2/gastrinski receptor
(CCK2R), ki je visoko izrazen na membranah razli¢nih tumorjev. Ena od bolezni,
za katere je znacilno ¢ezmerno izrazanje CCK2R, je medularni rak $¢itnice. Vezava
radiooznacenih analogov (mini)gastrina na receptor povzrodi internalizacijo receptorja,
ki ji sledi zazeleno zadrzevanje radioaktivnosti v tumorski celici.

Razvoj novih, izbolj$anih analogov (mini)gastrina smo zasnovali v okviru t.i. COST
akcije Targeted Radionuclide Therapy (Ciljana radionuklidna terapija), v kateri smo
sodelovali $tevilni evropski laboratoriji. V primerjalni $tudiji izbora najprimernejse
spojine kandidatke za nadaljnji razvoj in translacijo, je bil na osnovi predklini¢nih i vitro
ter iz vivo testiranj izbran analog minigastrina ['''In]In-CP04. Predklini¢na testiranja so
v prvi fazi zajemala iz vitro preverjanja jakosti vezave, obsega internalizacije v izbranih
celi¢nih linijah AR4-2] in/ali A431-CCK2R ter iz vivo Studijo optimalne biodistribucije
na zivalskem modelu BALB/c misi s subkutanim tumorjem, induciranim z inokulacijo
A431-CCK2R celi¢ne linije. V nadaljevanju smo z izbranim radiopeptidom izvedli
razsirjeno Studijo biodistribucije za oceno dozimetrije. Z nosilno molekulo (CP04) je
bila v skladu z ICH smernicami M3 (R2) izvedena Studija toksi¢nosti na podganah. Na
osnovi dobljenih rezultatov (NOAEL, no observed adverse effect level) in dozimetri¢ne
ocene smo zasnovali in razvili ustrezno formulacijo, primerno za uporabo v klini¢ni

seudii (1, 2).
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Rezultati vseh predklini¢nih testiranj, vkljuéno s podatki vezanimi na razvoj formulacije,
so nam sluzili za pripravo dosjeja o zdravilu (IMPD). Klju¢ni dokumenti, kot so
klini¢ni protokol, IMPD, pozitivna ocena eti¢nosti raziskave posameznih drzav, ¢lanic
konzorcija, obrazec pisne privolitve preizkusanca in nekatere drugi, so nam omogo¢ili
prijavo klini¢ne $tudije na posamezne nacionalne agencije za zdravila, pod skupno
EudraCT Stevilko 2015-000805-38 (3). Po odobritvi $tudije in iniciaciji posameznih
klini¢nih centrov smo akademsko klini¢no $tudijo faze I izvedli na Poljskem, v Avstriji,
na Nizozemskem in v Sloveniji.
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Rekombinantna monoklonska protitelesa (mAbs) so eden izmed najbolj obetavnih
imunskih pristopov zdravljenja raka. Po odobritvi protitelesa Ipilimumab anti-CTLA-4
(citotoksi¢ni T-limfocitni protein 4) za zdravljenje melanoma s strani FDA se je
podrodje moc¢no razsirilo in razvita so bila mAb, usmerjena proti ve¢ drugim imunskim
kontrolnim to¢kam (IKT). Zaviralci imunskih kontrolnih to¢k (ZIKT) se uporabljajo
za zdravljenje razli¢nih vrst raka. Vendar imajo mAbs ve¢ pomanjkljivosti, vklju¢no z
visokimi proizvodnimi stroski, pogostim visokim odmerjanjem, omejeno ucinkovitostjo
kot posamezna zdravila in sistemsko toksi¢nostjo po i.v. infuziji. Sistemsko toksi¢nost,
povezano z imunskim sistemom, je mogoce zaobiti z intratumoralnim vbrizgavanjem
mADb, ki sicer ohranjajo podobno udinkovitost, vendar $e vedno zahtevajo pogosto
odmerjanje. Po drugi strani pa plazmidna DNK (pDNA), ki kodira protitelesa IKT,
predstavlja obetavno alternativo obi¢ajnim proteinom mAb. Za dostavo plazmidne
DNA, ki nosi zapis za protitelesa IKT v celice in tkiva, vkljuéno s tumorji, lahko
uporabimo genski elektrotreprenos (GEP), ki temelji na elektroporaciji, s katero
pove¢amo vnos v celice. ZIKT so $e posebej u¢inkoviti pri zdravljenju tumorjev z ze
obstojeco protitumorsko imunostjo ("topli tumorji"), pri tumorjih brez protitumorske
imunosti ("hladni tumorji") pa je njihova u¢inkovitost omejena. Z radioterapijo lahko
sprozimo zacetek prehoda iz hladnih v vro¢e tumorje in tako olajsamo delovanje ZIKT.
Da bi preucili terapevtski potencial kombinacije intratumoralnega GEP ZIKT in
radioterapije, smo izvedli GEP plazmidne DNA, ki kodira misja protitelesa mAb proti
CTLA-4 (p(aCTLA4)), in ga kombinirali z dvema rezimoma obsevanja, enkratnim
odmerkom 10 Gy in frakcioniranim odmerkom 3 x 5 Gy, pri mi$jem raku debelega
¢revesa MC38. Najprej smo primerjali dva predhodno dolo¢ena sklopa parametrov
elektri¢nih pulzov GEP, in sicer enega za dostavo pDNA v tumorje (8 elektri¢nih pulzov,
600 V/cm, 5 ms, 1 Hz) ter drugega za elektrokemoterapijo ((EKT), 8 elektri¢nih pulzov,
1300 V/cm, 100 ps, 1 Hz). Raven anti-CTLA4 mAb v plazmi po GEP p(aCTLA4) v
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tumorje je bila podobna ne glede na uporabljene parametre elektri¢nih pulzov, vendar pa
smo zaradi izrazitega protitumorskega delovanja kontrolne plazmidne DNA (pCtrl) po
GEP v tumorje, v preostalih poskusih uporabili parametre sklopa EKT. Pri kombinaciji
GEP p(aCTLA4) z obsevanjem je imela kombinacija s frakcioniranim odmerkom
3 x 5 Gy vedji imunostimulacijski in izrazitejsi protitumorski uc¢inek kot kombinacija z
enkratnim odmerkom obsevanja 10 Gy. Poleg tega je bila le kombinacija frakcioniranega
obsevanja z GEP p(aCTLA-4) u¢inkovitejsa od kombinacije s GEP pCtrl.

Potrdili smo, da je intratumorski GEP p(aCTLA4) lahko potencialna alternativa
sistemski infuziji ZIKT in da je v kombinaciji z obsevanjem mogoce dosedi protitumorski
u¢inek. Prihodnje raziskave se bodo osredotodile na doloditev optimalnega rezima za
"stimulativno” delovanje GEP p(aCTLA4) po obsevanju in tudi na moznost uporabe
pDNA, ki bi nosila zapis za druge ZIKT, da bi dosegli boljsi protitumorski ucinek.
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Glioblastom (GB) ostaja zelo agresivna in najsmrtonosnejsa oblika mozganskega tumorja
s slabo prognozo. Standardno zdravljenje vkljucuje kirurgijo, ki ji sledita, radioterapija in
kemoterapija s temozolomidom, vendar se tumor zaradi prisotnosti na terapijo odpornih
rakavih celic in podpore tumorskega mikrookolja ponovi. Ovira za razvoj zdravil in
preucevanje terapevtskega odziva GB, je pomanjkanje ustreznega predklini¢nega modela,
ki bi predstavljal kompleksnost tumorja. Vzpostavili smo ex vivo model glioblastoma —
glioblastomske organoide, pridobljene iz tumorjev bolnikov. Organoide in pripadajoca
izvorna tumorska tkiva smo primerjali z imunofluorescen¢nim barvanjem oznadevalcev
izbranih celi¢nih tipov in qPCR analizo izrazanja izbranih tar¢nih genov. Na ravni
izrazanja genov smo identificirali $tiri razli¢ne skupine genov, ki so bile podobne v obeh
vzorénih skupinah, tj. organoidih in izvornih tumorskih tkivih. Skupino 1 sestavljajo
geni, povezani z glioblastomskimi mati¢nimi celicami (GSC), celi¢nim ciklom in
odzivom na poskodbe DNA. Skupino 2 sestavljajo geni, ki dolo¢ajo pronevralni podtip
GB po klasifikaciji programa TCGA (The Cancer Genome Atlas). Skupina 3 vsebuje
gene za mezenhimski podtip GB, gene, vkljucene v signalizacijo citokinov in gene, ki se
izrazajo v celicah GSC. Skupina 4 vsebuje gene, ki sodelujejo pri signalizaciji citokinov in
gene, ki doloc¢ajo imunske celice tumorskega mikrookolja. Podobni vzorci in korelacije
med geni v obeh skupinah (organoidih in izvornih tumorskih tkivih) kaZejo, da
organoidi ohranjajo enak transkriptomski profil kot tkiva GB. Organoide smo izpostavili
enkratnemu obsevanju z dozo 10 Gy, tedensko temozolomidu ali njuni kombinaciji.
Obsevanje v kombinaciji s kemoterapijo ni povzrodilo sprememb v viabilnosti ter
invaziji organoidov, analize gPCR pa so pokazale spremembe v izrazanju genov E3
ubikvitin-proteinske ligaze (MDM2), ciklin-odvisne inhibitor kinaze 1A (CDKN1A)
in serin/treonin kinaz ATM in ATR.

Organoidi GB, pridobljeni iz tumorjev bolnikov, povzemajo klju¢ne lastnosti in
kompleksno sestavo bolnikovih tumorskih tkiv in zagotavljajo kliniéno pomemben
celi¢ni model iz vitro za ocenjevanje specifi¢nih odzivov bolnikov z GB na terapijo.
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Utinek radioterapije na tumorsko Zilje je ze dolgo predmet raziskav. Dokazano je bilo, da
je lahko tekom radioterapije povecana oksigenacija in perfuzija v tumorju. Po drugi strani,
pa naj bi z obsevanjem povzrocena apoptoza tumorskih endotelijskih celic pomembno
doprinesla k odzivu tumorja na obsevanje. Z namenom, da bi preucili ta nasprotja,
smo uporabili abdominalno okno in multifotonsko mikroskopijo na dveh modelih
misjih tumorjev: adenokarcinomu debelega ¢revesa MC38, ki je dobro vaskulariziran,
in melanomu B16-F10, ki je zmerno vaskulariziran model. Oba tumorska modela smo
nasadili v transgene misi, ki so imele endotelijske celice oznadene s fluorescen¢nim
proteinom td Tomato ter jih nato obsevali z enkratno (15 Gy) ali frakcionirano (5 x 3 Gy)
dozo sevanja. Nepri¢akovano so tudi ti visoki odmerki povzrodili le malo strukturnih
sprememb v funkcionalnem tumorskem Zilju, kjer je bil prisoten krvni pretok. Nasprotno
pa so bile tumorske Zile in slepi konci brez krvnega pretoka po obsevanju bistveno bolj
prizadete, kar se je pokazalo v apoptozi in zmanjsani proliferaciji njihovega endotelija.
RNAseq analiza tumorskih endotelijskih celic po obsevanju je potrdila spremembe v
izrazanju genov v apoptoti¢nih signalnih poteh in signalnih poteh povezanih z regulacijo
celiénega cikla. Nasi rezultati kazejo, da obsevanje povzrodi apoptozo ter zmanj$ano
proliferacijo tumorskih endotelijskih celic v nefunkcionalnih, nepreto¢nih tumorskih
zilah, kar pa ne vpliva na samo funkcionalnost tumorskega Zilja (1).
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Medtem ko se za zdravljenje bolnikov z rakom Ze desetletja kombinirajo standardni
nacini zdravljenja raka, kot so kirurgija, radioterapija in sistemsko zdravljenje, se je zaradi
pojava novih podrodij raziskovanja raka ponovno povecalo zanimanje za kombiniranje
standardnih nacinov zdravljenja z novejsimi pristopi, kot je genska terapija. Gensko
zdravljenje je terapevtska strategija, ki uporablja gene kot terapevtske dejavnike. Med
gensko terapijo se terapevtski gen vstavi v ciljne celice z namenom zamenjave mutiranega
gena, ki povzroca bolezen z zdravo kopijo tega gena. Ta pristop pa ni ediniin predstavlja
le eno izmed strategij za zdravljenje razli¢nih bolezni z gensko terapijo. Najveckrat
uporabljeni vektorji za dostavo nukleinskih kislin so virusni, veliko pozornosti na
podro¢ju genske terapije pa je usmerjene v razvoj plazmidne DNA. Za take vektorje
velja, da so varnej$i od virusnih in jih je mogode dostaviti ve¢ kot enkrat. Poleg tega lahko
vsebujejo dolg genetski zapis in jih je relativno enostavno in poceni izdelati.

Eksogene nukleinske kisline, kot sta DNA in RNA, ki jih s terapijo vstavimo v celice,
jih le- te prepoznajo kot vdor patogenov oz. kot s patogeni povezane molekulske
vzorce(PAMPs). PAMPs s svojo prisotnostjo v celicah aktivirajo vzoréno prepoznavne
receptorje (PRRs). Signalna transdukcija, ki sledi aktivaciji PRRs inducira proizvodnjo
provnetnih citokinov in interferonov tipa I (IFN). IFN tipa I imajo osrednjo vlogo pri
protivirusnih odzivih, saj povzrocajo prepisovanje genov, stimuliranih z IFN. Aktivacija
teh genov vodi v vnetje ali celi¢no smrt; obe posledici pa lahko pomembno vplivata na
terapevtsko uc¢inkovitost.

Ena izmed genskih terapij za zdravljenje raka je genski elektroprenos (GET) plazmidne
DNA z zapisom za citokin interlevkin-12 (IL-12). Plazmidna DNA, ki jo vnesemo v
celice z GET, bi lahko aktivirala razli¢cne PRRs, zato je bil cilj nase Studije ovrednotiti
uc¢inek GET plazmidne DNA z zapisom za IL-12 na nekatere PRRs pri misji CT26
celi¢ni liniji.

Za GET v celice CT26 smo uporabili plazmidno DNA z zapisom za misji IL-12
(1 mg/ml), nekodirajo¢o plazmidno DNA (1 mg/ml, pScramble) in plazmid z zapisom
za zeleno flourescirajo¢ protein (pEGFP). Za prenos plazmidov smo uporabili elektrode
z 2-mm razdaljo in 8 elektri¢nih pulzov, s trajanjem 100 ps in frekvenco 5 Hz in napetosti
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240 V. Viabilnost celic smo dolo¢ili 3 dni po terapiji, u¢inkovitost transfekcije 2 dni po
GET pEGFD, izrazanje razliénih PRRS, ter izrazanje IL-12 pa je bilo dolo¢eno s qRT-
PCR 4, 24, 48 ur po terapiji. Transfecirali smo priblizno 6 % celic. Viabilnost celic se je
znatno zmanj$ala po GET. Nivo izrazanja IL-12 je zalel padati po 24 urah in pri 48 urah
padel pod nivo zaznave. GET IL-12 in GET pSCRLsta povzrocila povisano izrazanje
dveh DNA vezavnih receptorjev DDX60, DAI pri vseh ¢asovnih to¢kah, med tem ko se
je nivo izrazanja LGP2, RNA vezavnega receptorja, povi§al samo po 24 urah, po GET
IL-12.

Ce povzamemo, je GET plazmidne DNA z zapisom za IL-12, povzro¢il aktivacijo tako
DNA kot RNA PRRs, kar je najverjetneje posledica uspesno transfecirane DNA in
prepisane mRNA za IL-12. Za pridobitev globljega vpogleda na povezavo med aktivacijo

PRRs in protitumorskega u¢inka na CT26 celi¢no linijo bomo izvedli dodatne poskuse.
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Plo$¢atoceli¢ni karcinom ustnega predela (PKU) vkljuuje raka ustne votline, ustnic
ter ustnega dela zrela. Eden od dejavnikov tveganja za razvoj PKU je tudi dolgotrajna
okuzba z visoko rizi¢nimi podtipi humanega papilomavirusa (HPV). Nekateri bolniki
s HPV-pozitivnim PKU se bolje odzovejo na zdravljenje z radioterapijo. Zaradi vrstne
specifi¢cnosti HPV' so imunokompetentni modeli HPV-pozitivnega PKU redki,
zato je predklini¢no preucevanje teh vrst tumorjev otezeno. Namen nase raziskave
je bil vzpostaviti in okarakterizirati HPV-pozitivni misji model PKU s stabilnim
izrazanjem onkogenov E6 in E7 HPV-16. Z retrovirusno transdukcijo smo iz misje
celicne linijje PKU MOCI1 vzpostavili monoklonski HPV-pozitivni celi¢ni liniji
(MOCI1-HPV K1 in MOCI1-HPV K3), v katerih smo potrdili stabilno izrazanje E6 in
E7 na RNA in proteinskem nivoju. I vitro karakterizacija vzpostavljenih celi¢nih linij je
pokazala, da se celi¢ni liniji razlikujeta v morfologiji ter hitrosti celi¢ne migracije, ki smo
jo dolocali s testom celjenja raze. Tako iz vitro kot in vivo smo dolo¢ili radioobéutljivost
ter z imunofluorescen¢nim barvanjem zaledenelih tumorskih rezin opredelili razlike v
tumorskem mikrookolju. Dolocali smo prisotnost hipoksije (EF5), proliferacije (EdU),
oziljenosti (CD31) ter infiltracijo CD4 in CD8 celic T in makrofagov (F4/80). S testom
klonogenosti po obsevanju z nara$¢ajo¢imi dozami nismo zaznali statisti¢no znacilnih
razlik v radioobc¢utljivosti HPV-pozitivnih celi¢nih linij v primerjavi s star$evsko linijo.
In vivo pa je bila po obsevanju z enkratno dozo 15 Gy radioobcutljivost tumorskega
modela MOCI1-HPV K1 veéja, kar se je odrazalo v daljsem zaostanku v rasti tumorjev v
primerjavi z modeloma MOC1 in MOCI1-HPV K3. Z imunofluorescenénim barvanjem
smo v tumorjih MOCI1-HPV K1 smo zaznali niZjo raven hipoksije ter ve¢ji delez
proliferajocih celic, kar nakazuje na mozen mehanizem povec¢ane radioobcutljivosti
tumorskega modela MOCI1-HPV K1. Tako iz vitro kot in vivo rezultati sovpadajo z
rezultati analize transkriptoma celi¢nih linij, kjer 20 najbolj obogatenih pojmov genske
ontologije vkljucuje procese, povezane s celi¢cno migracijo in angiogenezo. Z raziskavo
smo vzpostavili in okarakterizirali nov misji tumorski model HPV-pozitivnega PKU, ki
omogoca raziskave HPV-pozitivnih PKU na imunokompetentnih misih.
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Breast-conserving surgery (BCS) and radiotherapy are the standard treatments for breast
cancer (BC). Local recurrences are the biggest challenge in conservative treatment. One
of the concepts explaining this phenomenon is the induction of the wound healing
process by fibroblasts. The presence of inflammatory factors after surgery was confirmed
in the surgical wound fluid (SWF) in patients with BC. The study's objective is to assess
the impact of SWF on cells present in the tumour microenvironment - cancer-associated
fibroblasts (CAFs) and normal fibroblasts (NFs). To accomplish that, primary cell lines
of CAFs from Luminal A and B BC subtypes and cell lines of NFs isolated from patients
corresponding to CAF cells were used. Primary cells were supplemented with 10%
SWF from patients with Luminal A or B tumours after BCS alone, or BCS followed
by intraoperative radiotherapy. The effects were assessed with immunofluorescence,
flow cytometry and PCR by analysis of the biomarkers specific to CAF phenotype and
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). Immunofluorescence revealed that SWF
alters fibroblast phenotype by inducing fibroblast activation protein (FAP) expression
and enhancing alpha-smooth muscle actin (¢SMA) expression. Moreover, flow
cytometry and PCR results suggest a high contribution of SWF to EMT. Cytokines and
growth factors present in SWF can potentially change cells’ phenotype and alter their
differentiation by contributing to EMT.
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Ciljanje tumorskega zilja preko specifiénih oznacevalcev endotelijskih celic, vklju¢enih v
razli¢ne signalne poti, predstavlja obetaven pristop za radiosenzibilizacijo tumorjev. Dve
pomembni taréi sta endoglin (CD105), ko-receptor za transformirajo¢i rastni dejavnik
B in adhezijska molekula melanomskih celic (CD146), ki je prisotna na $tevilnih
tumorjih. V nasi nedavni $tudiji 77 vitro smo pripravili in ovrednotili plazmid za so¢asno
utiSanje teh dveh tar¢ (1). V tej $tudiji pa smo Zeleli raziskati terapevtski potencial tega
novega plazmida po genskem elektroprenosu iz vivo ter pojasniti u¢inke kombiniranega
zdravljenja z radioterapijo. Protitumorski u¢inek smo ocenili z doloditvijo zaostanka
v rasti eksperimentalnih tumorjev in deleza ozdravljanjih na singenem tumorskem
modelu adenokarcinoma mle¢ne Zleze TS/A. Za dolo¢itev mehanizmov odgovornih
za terapevtski u¢inek smo naredili histolosko analizo tumorjev, kjer smo ocenjevali
vaskularizacijo, proliferacijo, hipoksijo, nekrozo, apoptozo in infiltracijo imunskih celic.
Poleg tega smo ocenjevali tudi morebitno aktivacijo imunskega odziva z dolo¢anjem
indukcije DNA senzorja STING in izbranih pro-vnetnih citokinov z metodo qRT-
PCR. Rezultati so potrdili radiosenzibilizacijo in aktivacijo imunskega odziva ter
nakazali dober terapevtski potencial tega pristopa genskega zdravljenja in to na sicer
radiorezistentnem in imunolosko hladnem tumorskem modelu TS/A. Pristop torej
predstavlja obetaven nov nadin zdravljenja za Sirok spekter tumorjev (2).
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Kvantitativni slikovni biomarkerji (QIB) so kvantitativne mere pridobljene iz
medicinskih slik, povezane z diagnozo, potekom bolezni ali uspesnostjo zdravljenja (1).
Strojno udenje in metode umetne inteligence so orodja za identifikacijo, kalibracijo in
validacijo QIB (2). Zanesljivost in robustnost QIB se bistveno poveca z izbolj$anjem
kvalitete in ob$irnostjo nabora klini¢nih podatkov, ki jih metode uporabljajo med
ucenjem (3).

Vzvod za doseganje ciljne kvalitete je uporaba robustnih orodij pri zbiranju, urejanju in
analizi podatkov, npr. s standardiziranimi podatkovnimi bazami, validiranimi analitskimi
orodji in upostevanjem dobre klini¢ne raziskovalne prakse (4). Zaradi kompleksnosti
implementacije, tezav pri uporabi ter pomanjkljive infrastrukture je, kljub jasni strategiji,
sistem uporabe orodij redko vzpostavljen v celoti, kar vodi v omejeno uporabnost
podatkov za iskanje QIB zaradi nepopolnosti, nestandardiziranih spremenljivk in slabe
povezljivosti s podatki iz drugih raziskovalnih okoljj in organizacij.

Zaveza NIX (anglesko Network of imaging excellence) oz. mreza odli¢nosti pri
slikanju je mednarodna iniciativa, ki stremi k identifikaciji zanesljivih QIB. Jerdo
NIX je nabor infrastrukturnih orodij, ki sluzijo izbolj$anju zanesljivosti zbranih
podatkov in standardizirani uporabi algoritmov kvantitativne analize medicinskih slik.
Bistvene komponente infrastrukture so robustna podatkovna baza s spremljajoimi
orodji za vnos in pregled podatkov, skladis¢e standardizirane programske opreme za
robustno identifikacijo in uporabo QIB, ter nabor priporo¢il in primerov klini¢nih
studij s spremljajo¢o uporabo slikovnih informacij. Implementacija infrastrukeure je
modularna, s centralnim vzorénim streznikom in vozlis¢i pri klini¢nih partnerjih. V fazi
implementacije o njeni uporabnosti sodimo glede na odzive uporabnikov, uporabnosti
pri Studijah ter publikacijah, povezanih z uporabo infrastrukture.

Vzor¢na infrastruktura NIX je sestavljena iz podatkovnega streznika na Fakulteti
za matematiko in fiziko Univerze v Ljubljani(FMF), programskega skladis¢a na
FMF in rac¢unalnika z grafi¢no procesno enoto, GPU na FME. Zrcalna postavitev je
bila vzpostavljena na Onkoloskem institutu Ljubljana (OIL) ter Univerzitetnemu
klini¢nemu centru Ljubljana(UKC). Metodologija je bila uporabljena pri Stevilnih
slovenskih in mednarodnih Studijah: Studiji uspe$nosti prepoznavanja resnosti
obolenj pri COVID-19, zgodnjemu odkrivanju stranskih udinkov pri zdravljenju
metastatskega melanoma z imunoterapijo, napovedovanju ogrozenosti za obolenje z
rakom dojke, spremljanju toksi¢nosti zdravljenja raka glave in vratu z obsevanjem, studiji
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hipofrakcionacije raka prostate ter raziskavi novih radiofarmakov za nevroendokrine
tumorje (5-10). Infrastruktura je omogocala izvedbo mednarodnih farmakoloskih $tudjj
v skladu z dobro klini¢no prgkso ter rutinsko sprotno uporabo metod globokih mrez
kot del prospektivne $tudije. Studije, ki so uporabljale infrastrukturo, so prestale eti¢no,
strokovno in pravno presojo na domacih in tujih strokovnih telesih.

Vzpostavitev infrastrukture in modela NIX je bistveno pripomogla k uporabi metod
strojnega u¢enja v klini¢nem raziskovanju in hitrem prenosu raziskovalnih metod analize
slike iz akademskega okolja (FMF) v kliniko (OIL, UKC in drugi centri po svetu).
Infrastruktura je bila dobro sprejeta pri raziskovalcih in ni zahtevala nesorazmerne
koli¢ine ¢asa za uvajanje v raziskovalno delo. V naslednjih letih bomo infrastukturo $irili
k novim sodelujo¢im partnerjem in implementirali metode razpr$ene obdelave slik, ki
omogocajo zdruzevanje osebnih podatkov iz razli¢nih institucij brez deljenja samih

podatkov.
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Rak debelega ¢revesa in danke je drugi najpogostejsi rak pri zenskah in tretji pri
moskih. Obicajni nadini zdravljenja raka debelega ¢revesa so kirurgija, kemoterapija in
radioterapija, ki pa so pogosto neuc¢inkoviti. Znano je, da radioterapija ne vpliva le na
tumorske celice, temved tudi na tumorsko mikrookolje, vklju¢no z endotelijskimi celicami
(EC), ki se lahko glede na prejeto dozo aktivirajo ali poskodujejo (1). Po aktivaciji z
odmerki, vi$jimi od 2 Gy, se EC spremenijo in preidejo v pro-vnetno stanje. Pomembno
je, da EC v pro-vnetnem stanju povecajo izrazanje kemokinov, citokinov in adhezijskih
molekul, ki povecajo infiltracijo imunskih celic v tumorje, s tem pa okrepijo imunski odziv
in povzro¢ijo zmanjsanje tumorja. Nasprotno pa so pri obsevanju (engl. irradiation, IR) z
odmerki, vi$jimi od 15 Gy, porocali o smrti tumorskih EC (2,3). Zato smo zeleli iz vitro
ter in vivo oceniti u¢inek razli¢nih odmerkov IR na transkripcijski ravni, s poudarkom
na aktivaciji EC in infiltraciji imunskih celic. Najprej smo obsevali humane endotelijske
linije EA.hy926 in Hulec5a ter misje endotelijske linije bEnd.3, 2H11 in SVEC-4-10 z
enkratnim odmerkom 0, 2, 4, 6, 8 in 10 Gy. Rezultati so pokazali, da so vsi uporabljeni
odmerki IR zmanjsali proliferacijo EC in povecali odstotek mrtvih celic, pri ¢emer so
imeli ve¢ji odmerki ve¢ji u¢inek. Prezivele EC pa so bile $e vedno sposobne proliferacije.
Da bi ugotovili u¢inek IR na ravni iz vive, smo spremljali rast podkozno nasajenih
misjih tumorjev adenokarcinoma debelega ¢revesa MC38 in CT26 v misih C57BL/6 ali
Balb/c, po enkratnem obsevanju z dozo 15 Gy ali frakcionirano dozo 5 x 5 Gy. Obe
shemi IR sta upocasnili rast tumorjev v primerjavi s kontrolnimi, neobsevanimi tumorji.
Nazadnje smo zeleli obravnavati u¢inek IR z enkratnim odmerkom 15 Gy na tumorske
EC na transkripcijski ravni, s poudarkom na genih in signalnih poteh, povezanih z
aktivacijo endotelija in imunskim odzivom. Da bi odgovorili na to vprasanje, smo naredili
RNAseqanalizo tumorskih EC, izoliranih iz obsevanih in kontrolnih tumorjev MC38.Z
uporabo programske opreme R in diferencialne analize izrazanja genov smo v obsevanih
vzorcih odkrili 533 genov z znadilno povec¢anim izrazanjem (P vrednost < 0,05) in 236
genov z znacilno zmanj$anim izrazanjem. Nasi rezultati kazejo, da IR neposredno vpliva
na globalno izrazanje genov v tumorskih EC pri misih. Nato smo se osredoto¢ili na
gene, povezane z aktivacijo EC in imunskim odzivom. Analiza diferencialnega izrazanja
genov je pokazala bistveno ve¢je izrazanje genov Vecam-1, Vwf, Cd47, 116, Irf7 in drugih
genov pomembnih pri aktivaciji EC. Nato smo z analizo obogatitve genskih nizov
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opredelili odvisnosti biolosko pomembnih signalnih poti od IR. Med 145 signalnimi
potmi, pomembno obogatenimi v obsevanih vzorcih, so bile poti, kot so angiogeneza,
preoblikovanje zunajceli¢nega matriksa, signalizacija interferonov in interlevkinov, ki so
vse povezane z aktivacijo EC in imunskim odzivom. V nasi raziskavi smo potrdili, da IR
zmanj$uje proliferacijo in prezivetje EC. Poleg tega enkratno obsevanje tumorjev z dozo
15 Gy spremeni izrazanje genov, povezanih z aktivacijo EC, te spremembe pa vplivajo na
signalne poti, ki lahko podpirajo aktivacijo EC in okrepijo protitumorski imunski odziv.
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Radioterapija je eden izmed treh temeljnih terapevtskih nacinov zdravljenja v
onkologiji. V skupini bolnikov z rakom glave in vratu, ki v Sloveniji predstavljajo 3%
vseh malignih tumorjev, je z radioterapijo zdravljenih okoli 80% vseh, ki zbolijo za tem
rakom (1, 2). Zal radioterapija povzro¢a akutne in kasne stranske u¢inke. Do poskodb
pride zaradi z obsevanjem povzroc¢ene poskodbe DNA, porasta reaktivnih kisikovih
spojin in posledi¢ne smrti razli¢nih tipov celic, vklju¢no z mati¢nimi celicami (MC)
(3, 4). Ti bolniki pogosto razvijejo kserostomijo (obc¢utek suhih ust zaradi hipofunkcije
zlez slinavk)(5, 6). Obstojeéi terapevtski pristopi pri teh bolnikih so zelo omejeni
in neu¢inkoviti. Prav tako ne vplivajo na izboljSanje funkcije zlez v smislu njihove
regeneracije.

Mezenhimske stromalne mati¢ne celice (MSC) so heterogena celi¢na populacija s
Stevilnimi terapevtskimi lastnostmi (7). Njihovi uéinki so povezani z imunomodulacijo
in regeneracijo, ki jih ve¢inoma izrazajo preko topnih dejavnikov (npr. citokini ali
trofi¢ni dejavniki) (8). Del populacije MSC predstavljajo tudi multipotentne MC, ki
so sposobne nadomes¢anja poskodovanih tkiv. MSC za klini¢no rabo pridobivamo iz
razli¢nih bioloskih virov (npr. kostni mozeg, adipozno tkivo, tkivo popkovnice). Tako
pridobljene MSC odlikuje nizko izrazanje molekul poglavitne tkivne skladnosti, zaradi
¢esar so uporabne tudi v alogenskem kontekstu.

Zaradi kompleksne patologije z obsevanjem povzrocene kserostomije in dejstva, da gre
lahko tudi za imunsko posredovano bolezen, predstavlja napredno zdravljenje z MSC
inovativen terapevtski pristop. Klini¢nih dokazov o uc¢inkovitosti tovrstne terapije je
manj kot pri drugih indikacijah. Leta 2018 so objavili prve rezultate klini¢ne raziskave,
ki je preucevala varnost in ucinkovitost avtolognih MSC za zdravljenje kserostomije
(9). Leta 2022 so raziskavo nadgradili z objavo rezultatov zdravljenja kserostomije z
alogenskimi MSC (10). V obeh primerih so kot vir MSC uporabili mas¢obno tkivo in

potrdili varnost in preliminarno u¢inkovitost takega zdravljenja.

Namen nase raziskave je, da prvi¢ na ljudeh ocenimo varnost in preliminarno
ucinkovitost uporabe alogenskih MSC pridobljenih iz tkiva popkovnice za zdravljenje
z obsevanjem povzrocene kserostomije. Te MSC odlikuje visoka stopnja mati¢nosti
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in izrazito imunomodulatorno delovanje. Raziskavo bomo izvedli na Onkoloskem
Institutu Ljubljana v sodelovanju z Zavodom RS za transfuzijsko medicino, Kliniko
za nuklearno medicino UKC Ljubljana in In$titutom za biokemijo in molekularno
genetiko Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Izvedli bomo nerandomizirano,
enocentri¢no in odprto raziskavo faze I. V raziskavo bomo vkljucili 10 bolnikov
(intervencijska skupina) in 10 zdravih prostovoljcev (kontrolna skupina). Bolniki v
intervencijski skupini bodo prejeli ultrazvoéno vodeno aplikacijo 50 x 10° MSC v vsako
parotidno zlezo in 25 x 10° MSC v vsako submandibularno zlezo. Na§ primarni cilj bo
spremljanje varnosti intervencije. Nasi sekundarni cilji bodo:

(i) u¢inkovitost intervencije, ki jo bomo dokazovali z merjenjem nestimuliranega
in stimuliranega pretoka in sestave sline, s stopnjo kserostomije, scintigrafsko oceno
presaditve/retence/migracije alogenskih MSC, oznalenih s [*™Tc] Tc-exametazime in s
kakovostjo Zivljenja bolnikov;

(ii) kakovost sline po intervenciji;

(iii) radioloske spremembe po intervenciji;

(iv) scintigrafske spremembe po intervenciji;

(v) in morfoloske spremembe Zleznega tkiva po intervenciji.

Po zdajsnjih podatkih terapija kserostomije z MSC domnevno pozitivno vpliva na
regeneracijo poskodovanih Zlez in posledi¢no na izbolj$anje njihove funkcije. Za bolnike
s kserostomijo predstavlja obetavno novo terapijo, ki lahko pomembno izbolj$a njihovo
kakovost Zivljenja. Pricakujemo, da bodo rezultati nase raziskave pomembno prispevali
k razumevanju tovrstnega zdravljenja in njegove uporabnosti ter moznosti njegove
optimizacije v prihodnosti.
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Spremljanje krvnih Zil med rastjo tumorjev, napredovanjem bolezni in po zdravljenju bi
lahko zagotovilo dragocene diagnosti¢ne informacije ter izbolj$alo znanje o tumorjih in
njihovem mikrookolju. Tumorji za uspesno rast potrebujejo hranila in kisik, te potrebe pa
zadovoljujejo s spodbujanjem angiogeneze - nastajanjem novih krvnih Zil. Tako nastale
krvne zile v tumorjih so na splo$no neorganizirane, nepravilno oblikovane in puscajoce,
kar lahko povzro¢i pomanjkanje kisika. Nenormalno oZilje posredno vpliva na terapevtski
uspeh razli¢nih nadinov zdravljenja raka, kot sta radioterapija in elektrokemoterapija.
Cilj tega projekta je neinvazivno spremljanje razli¢nih modelov misjih tumorjev med
rastjo in po zdravljenju z uporabo opti¢nih slikovnih in spektroskopskih tehnik, vklju¢no
s hiperspektralnim slikanjem (HSI), opti¢no profilometrijo (OP), laserskim slikanjem s
pegami (LSCI) in opti¢no koherenéno tomografijo z varianco peg (SV-OCT).

HSI je obetavna opti¢na tehnika, ki zdruzuje slikanje in spektroskopijo v vidnem in
bliznjem infrarde¢em (NIR) spektralnem pasu za zajemanje hiperspekeralnih slik (kock),
ki vsebujejo spektralne informacije v vseh slikovnih elementih (pikslih). HSI lahko
zagotovi prostorske informacije o fiziologiji tumorskega tkiva (npr. oksigenaciji tkiva),
patologiji (npr. spremenjeni presnovni aktivnosti) in morfologiji (npr. velikosti sipalcev
v tkivu).

S pomogjo OP lahko zajamemo obliko povrsine tkiva in zaznamo spremembe morfologije
tumorja ter izra¢unamo njegovo prostornino. Prav tako lahko z OP popravimo izgubo
signala pri HSI zaradi mo¢no nagnjenih povrsin tumorskega tkiva.

Po drugi strani je LSCI neinvazivna brezkontaktna opti¢na slikovna tehnika, ki se $iroko
uporablja v biomedicinskih aplikacijah za vizualizacijo pretoka krvi v realnem casu.
Temelji na analizi vzorca peg (ang. speckle), ki nastane zaradi nakljuéne interference
koherentne laserske svetlobe, ki jo razprsijo delci v bioloskem tkivu, kot so rdece krvnicke
(RBC). Gibanje delcev povzroéi ¢asovno spreminjanje jakosti odbite svetlobe, kar pri
snemanju s kamero povzro¢i zameglitev vzorca peg, le-ta pa je neposredno povezana s
pretokom krvi.

Podobno je SV-OCT slikovna metoda za funkcionalno opti¢no slikanje, ki uporablja
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nizkokoheren¢no interferometrijo za pridobivanje volumetri¢nih slik pretoka krvi z
visoko prostorsko in globinsko lodljivostjo. Tako kot pri LSCI se SV-OCT zanasa na
vedjo variabilnost vzorca peg na obmodju krvnih zil v primerjavi z okoliskim stati¢nim
tkivom. Pegasti vzorec pri OCT nastane zaradi nihanja jakosti svetlobe od voksla
do voksla, ki je posledica faznih razlik v polju povratnega sipanja zaradi prostorske
porazdelitve sipajo¢ih delcev v vzorcu.

S kombiniranjem razli¢nih opti¢nih slikovnih tehnik lahko pridobimo pomembne
informacije o tumorjih in njihovem mikrookolju, zlasti o krvnih zilah. Med drugim
lahko kvantificiramo morfoloske in fizioloske spremembe v tumorjih ter potencialno
zagotovimo napovedne informacije za zdravljenje tumorjev in omogo¢imo spremljanje
zdravljenja. Opti¢ne slikovne tehnike lahko omogo¢ijo razvoj hitrih in cenovno ugodnih
diagnosti¢nih naprav brez uporabe ionizirajoega sevanja za diagnosticiranje bolezni in
ocenjevanje uspe$nosti zdravljenja ¢loveskih tumorjev koze in podkozja.
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Obravnava medularnega raka $¢itnice predstavlja izziv, saj trenutno razpolozljive metode
diagnosticiranja ne zagotavljajo zgodnje lokalizacije bolezni, moznosti zdravljenja pa
so predvsem pri napredovali bolezni omejene. Obetavna moznost, ki jo nudi sodobna
nuklearna medicina, so z radionuklidi ozna¢ene molekule (radiofarmaki), ki se z visoko
afiniteto vezejo na holecistokinski-2/gastrinski receptor (CCK2R). Glede na vrsto
vezanega radionuklida radiofarmak lahko uporabimo za namen nuklearno-medicinskega
diagnosticiranja ali ciljanega radionuklidnega zdravljenja, kar imenujemo teranosti¢ni
pristop.

Klini¢ni del nase translacijske raziskave GRAN-T-MTC (faza 1 klini¢nega preskusanja)
je bil namenjen predvsem oceni varnosti intravenskega dajanja analoga gastrina
CP04 v koli¢ini, ki bi v prihodnje lahko omogotila ciljano radionuklidno zdravljenje
bolnikov z napredovalim medularnim rakom $¢itnice. V nadaljevanju smo Zeleli

preveriti tudi biodistribucijo in dozimetri¢ne lastnosti z indijem-111 oznac¢enega CP04
(['""In]In-CP04).

V raziskavo smo vklju¢ili bolnike z dokazanim napredovalim medularnim rakom $¢itnice
ali kratkim ¢asom podvojitve kalcitonina. V fazi 1A raziskave smo prvim 4 bolnikom dali
185 MBq [""'In]In-CP04 in sicer pri 2 masnih odmerkih (10 in 50 ug ) CP04: najpre;
varnejsi nizek odmerek 10 pg, nato pa odmerek 50 pg, ki bi bil primernejsi za teranosti¢ni
pristop. Po potrditvi varnosti vi$jega odmerka so v nadaljevanju, v fazi 1B, vsi bolniki
prejeli 50 pg ['''In]In-CP04. Te bolnike smo randomizirali v 2 skupini: eno s socasno
uporabo gelofuzina za zas¢ito ledvic in drugo brez. Protokol je vkljuceval klini¢no,
biokemi¢no, dozimetri¢no in slikovno (scintigrafsko) oceno bolnika z opredelitvijo
biodistribucije v tumorskih celicah in zdravih tkivih oziroma kriti¢nih organih (1).

Vkljudili smo skupno 16 bolnikov. Potrdili smo varnost molekule CP04, saj resnih
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stranskih uc¢inkov nismo ugotavljali, blaga stranska uc¢inka pri 2 bolnikih pa sta
vklju¢evala prehodno tahikardijo in rdedico. Dozimetri¢na ocena je pokazala, da
med kritiénimi organi najve¢jo doza prejme se¢ni mehur, sledijo ledvice in Zelodec.
Dajanje gelofuzina je zmanjsalo prejeto dozo ledvic za 53 %. Scintigrafsko smo potrdili
nakopicenje radiofarmaka v tumorskem tkivu pri 13/16 (81 %) bolnikov, kar kaze na
boljso diagnosti¢no uc¢inkovitost v primerjavi s konvencionalnim slikanjem (2).

Z naso translacijsko raziskavo smo torej potrdili, da je radiofarmak ['In]In-CP04 varen,
obc¢utljiv in visoko specifi¢en biomarker za slikovno diagnosticiranje medularnega raka
$¢itnice, ki ima obetavne teranosti¢ne karakteristike in bi v prihodnosti lahko nudil nove
moznosti pri kliniéni obravnavi bolnikov.
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SPONZORJI

VEC PRILOZNOSTI PRI ZDRAVLJENJU

VASIH BOLNIKOV

KEYTRUDA

(pembrolizumab, MSD)

KEYTRUDA je odobrena za zdravljenje 21 indikacij rakavih obolenj’

Referenca: 1. Keytruda EU SmPC

Ime zdravila: KEYTRUDA 25 mg/ml k undii vsebuje
pembrolizumab. Terapevtske mdukacue Zdravilo KEYTRUDAJE kot samostojno zdravljenje
indicirano za zdravljenje: odrasllh in mladostnikov, starih 12 let ali ve¢, z napredovalim

im - ali 1 ) melanomom; za adjuvantno zdravljenje odraslih in
mladostnlkov starih 12 let ali ve¢, z melanomom v stadiju IIB, IIC ali lll, in sicer po popolni
kirurski odstranitvi; metastatskega nedrobnoceli¢nega plju¢nega raka (NSCLC) v prvi liniji
zdravljenja pri odraslih, ki imajo tumorje z > 50 % izrazenostjo PD-L1 (TPS) in brez pozitivnih
tumorskih mutacij EGFR ali ALK; lokalno napredovalega ali metastatskega NSCLC pri odraslih,
ki imajo tumorje z = 1 % izrazenostjo PD-L1 (TPS) in so bili predhodno zdravljeni z vsaj eno
shemo kemoterapije, bolniki s pozitivnimi tumorskimi mutacijami EGFR ali ALK so pred
prejemom zdravila KEYTRUDA morali prejeti tudi taréno zdravljenje; odraslih in pediatri¢nih
bolnikov, starih 3 leta ali ve¢, s ponovljenim ali neodzivnim klasi¢nim Hodgkinovim limfomom
(cHL), pri katerih avtologna presaditev mati¢nih celic (ASCT) ni bila uspesna, ali po najmanj
dveh predhodmh zdravljenjlh kadar ASCT ne pride v postev kot moznost zdravljenja; lokalno
raka pri odraslih, predhodno zdravljemh s

lenvatiniba je treba zadrzati, odmerek zmanjsati ali prenehati z uporabo, v skladu z navodili v
povzetku glavnih znacilnosti zdravila za lenvatinib, in sicer za kombinacijo s pembrolizumabom.
Pri bolnikih starih > 65 let, bolnikih z blago do zmerno okvaro ledvic, bolnikih z blago ali
zmerno okvaro jeter prilagoditev odmerka ni potrebna. Odlozitev odmerka ali ukinitev
zdravljenja: Zmanjsanje odmerka zdravila KEYTRUDA ni priporocljivo. Za obvladovanje
nezelenih ucinkov je treba uporabo zdravila KEYTRUDA zadrzati ali ukiniti, prosimo, glejte
celoten Povzetek glavnih znacilnosti zdravila. Kontraindikacije: Preobcutljlvost na uclnkovmo
aI| katero koli pomozno snov. Povzetek bnih opozoril, previ

in : Imunsko pogojeni nezeleni uinki (pnevmonitis, kolltls,
hepatitis, nefritis, endokrinopatije, nezeleni ucinki na kozo in drugi): Pri bolnikih, ki so
prejemali pembrolizumab, so se pojavili imunsko pogojeni nezeleni ucinki, vkljuéno s hudimi
in smrtnimi primeri. Vec¢ina imunsko pogojenih nezelenih ucinkov, ki so se pojavili med
zdravljenjem s pembrolizumabom, je bila reverzibilnih in so jih obvladali s prekinitvami
uporabe pembrolizumaba, uporabo kortikosteroidov in/ali podporno oskrbo. Pojavijo se
lahko tudi po zadnjem odmerku pembrolizumaba in hkrati prizadanejo ve¢ organskih
sistemov. V primeru suma na imunsko pogojene nezelene ucinke je treba poskrbeti za
ustrezno oceno za potrditev etiologije oziroma izklju¢itev drugih vzrokov. Glede na izrazitost

kemoterapuo, k| Je ka;ucevaIa platlno, lokalno nap lega ali kega ur

raka pri odraslih, ki niso primerni za zdravljenje s kemoterapijo, ki vsebuje cisplatin in imajo
tumorje z izrazenostjo PD-L1 = 10, ocenjeno s kombinirano pozitivno oceno (CPS);
ponovljenega ali metastatskega plos¢atoceli¢nega raka glave in vratu (HNSCC) pri odraslih, ki
imajo tumorje z = 50 % izrazenostjo PD-L1 (TPS), in pri katerih je bolezen napredovala med
zdravljenjem ali po zdravljenju s kemoterapijo, ki je vkljucevala platino; za adjuvantno
zdravljenje odraslih z rakom ledvi¢nih celic s povisanim tveganjem za ponovitev bolezni po
nefrektomiji, ali po nefrektom kirurski odstranitvi metastatskih Iezij, zazdravljenje odraslih
z MSI-H (microsatellite instability-high) ali dMMR (mismatch repair deﬁcnent) kolorektalnim

nezelenega ucinka je treba zadrzati uporabo pembrolizumaba in uporabiti kortikosteroide —
za natan¢na navodila, prosimo, glejte Povzetek glavnih znadilnosti zdravila Keytruda.
Zdravljenje s pembrolizumabom lahko poveca tveganje za zavrnitev pri prejemnikih
presadkov cvrstih organov. Pri bolnikih, ki so prejemali pembrolizumab, so porocali o hudih z
infuzijo povezanih reakcijah, vklju¢no s preobcutljivostjo in anafilaksijo. Pembrolizumab se iz
obtoka odstrani s katabolizmom, zato presnovnih medsebojnih delovanj zdravil ni pri¢akovati.
Uporabi sistemskih kortik idov aliimt esivov pred uvedbo pembrolizumaba se je
treba izogibati, ker lahko vplivajo na farmakodinami¢no aktivnost in ucinkovitost
pembrollzumaba Vendar pa je kortikosteroide ali druge imunosupresive mogoce uporabiti za

rakom v naslednjih terapevtskih okolis¢inah: prva linija
kolorektalnega raka; zdravljenje neoperabilnega ali metastatskega kolorektalnega raka po
predhodnem kombiniranem zdravljenju, ki je temeljilo na fluoropirimidinu; in za zdravljenje
MSI-H ali dMMR tumorjev pri odraslih z: napredovalim ali ponovljenim rakom endometrija, pri
katerih je bolezen napredovala med ali po predhodnem zdravljenju, ki je vklju¢evalo platino,
v katerih koli terapevtskih okolis¢inah, in ki niso kandidati za kurativno operacijo ali obsevanje;
neoperabilnim ali metastatskim rakom Zelodca, tankega ¢revesa ali Zol¢nika in Zol¢nih vodov,
pri katerih je bolezen napredovala med ali po vsaj enem predhodnem zdravljenju. Zdravilo
KEYTRUDA je kot samostojno zdravljenje ali v kombinaciji s kemoterapijo s platino in
5-fluorouracilom (5-FU) indicirano za prvo linijo zdravljenja metastatskega ali neoperabilnega
ponovljenega plos¢atoceli¢nega raka glave in vratu pri odraslih, kiimajo tumorje zizrazenostjo
PD-L1 s CPS = 1. Zdravilo KEYTRUDA je v kombinaciji s pemetreksedom in kemoterapijo na
osnovi platine indicirano za prvo linijo zdravljenja metastatskega neplos¢atoceli¢nega NSCLC
pri odraslih, pri katerih tumorji nimajo pozitivnih mutacij EGFR ali ALK; v kombinaciji s
karboplatinom in bodisi i 1 bodisi nab- je indicirano za prvo linijo
zdravljenja metastatskega plos¢atoceli¢nega NSCLC pri odraslih; v kombinaciji z aksitinibom
ali v kombinaciji z lenvatinibom je indicirano za prvo linijo zdravljenja napredovalega raka
ledvi¢nih celic (RCC) pri odraslih; v kombinaciji s kemoterapijo s platino in fluoropirimidinom
je indicirano za prvo linjjo zdravljenja lokalno napredovalega neoperabilnega ali
metastatskega raka poziralnika ali HER-2 negativnega adenokarcinoma gastroezofagealnega
prehoda pri odraslih, ki imajo tumorje z izrazenostjo PD-L1 s CPS > 10; v kombinaciji s
kemoterapijo za neoadjuvantno zdravljenje, in v nadaljevanju kot samostojno adjuvantno
zdravljenje po kirurskem posegu, je indicirano za zdravljenje odraslih z lokalno napredovalim
trojno negativnim rakom dojk ali trojno negativnim rakom dojk v zgodnjem stadiju z visokim
tveganjem za ponovitev bolezni; v kombinaciji s kemoterapijo je indicirano za zdravljenje
lokalno ponovljenega p ali r k trojno negativnega raka dojk pri
odraslih, ki imajo tumorje z izrazenostjo PD-L1 s CPS > 10 in predhodno niso prejeli
kemoterapije za metastatsko bolezen; v kombinaciji z lenvatinibom je indicirano za zdravljenje
napredovalega ali ponovljenega raka endometrija (EC) pri odraslih z napredovalo boleznijo
med ali po predhodnem zdravljenju s kemoterapijo, ki je vkljucevala platino, v katerih koli
terapevtskih okoli¢inah, in ki niso kandidati za kurativno operacijo ali obsevanje; v
kombinaciji s kemoterapijo, z bevacizumabom ali brez njega, je indicirano za zdravljenje
persistentnega, ponovljenega ali metastatskega raka materni¢nega vratu pri odraslih
bolnicah, ki imajo tumorje z izrazenostjo PD-L1 s CPS > 1. Odmerjanje in nacin uporabe:
Testiranje PD-L1: Ce je navedeno v indikaciji, je treba izbiro bolnika za zdravljenje z zdravilom
KEYTRUDA na podlagi izrazenosti PD-L1 tumorja potrditi z validirano preiskavo. Testiranje
MSI/MMR: Ce je navedeno v indikaciji, je treba izbiro bolnika za zdravljenje z zdravilom
KEYTRUDA na podlagi MSI-H/dMMR statusa tumorja potre z validirano preiskavo.
Odmerjanje: Priporo¢eni odmerek zdravila KEYTRUDA pri odraslih je bodisi 200 mg na 3 tedne
ali 400 mg na 6 tednov, apliciran z intravensko infuzijo v 30 minutah. Priporo¢eni odmerek
zdravila KEYTRUDA za samostojno zdravljenje pri pediatri¢nih bolnikih s cHL, starih 3 leta ali
ve¢, ali bolnikih z melanomom, starih 12 let ali ve¢, je 2 mg/kg telesne mase (do najve¢ 200
mg) na 3 tedne, apliciran z intravensko infuzijo v 30 minutah. Za uporabo v kombinaciji glejte
povzetke glavnih znacilnosti zdravil so¢asno uporabljenih zdravil. Ce se uporablja kot del
kombiniranega zdravljenja skupaj z intravensko kemoterapijo, je treba zdravilo KEYTRUDA
aplicirati prvo. Bolnike je treba zdraviti do napred ja bolezni ali nesprejemljivih toksi¢nih
ucinkov (in do maksimalnega trajanja zdravljenja, ¢e je le to dolo¢eno za indikacijo). Pri
adjuvantnem zdravljenju melanoma ali RCC je treba zdravilo uporabljati do ponovitve bolezni,
pojava nesprejemljivih toksi¢nih ucinkov oziroma mora zdravljenje trajati do enega leta. Za
neoadjuvantno in adjuvantno zdravljenje TNBC morajo bolniki neoadjuvantno prejeti zdravilo
KEYTRUDA v kombinaciji s kemoterapijo, in sicer 8 odmerkov po 200 mg na 3 tedne ali 4
odmerke po 400 mg na 6 tednoy, ali do napredovanja bolezni, ki izklju¢uje definitivni kirurski
poseg, ali do pojava nesprejemljivih toksicnih ucinkov, cemur sledi adjuvantno zdravljenje z
zdravilom KEYTRUDA kot samostojnim zdravljenjem, in sicer 9 odmerkov po 200 mg na 3
tedne ali 5 odmerkov po 400 mg na 6 tednov ali do ponovitve bolezni ali pojava nesprejemljivih
toksi¢nih ucinkov. Bolniki, pri katerih pride do napredovanja bolezni, ki izklju¢uje definitivni
kirurski poseg, ali do nesprejemljivih toksi¢nih u¢inkov povezanih z zdravilom KEYTRUDA kot
neoadjuvantnim zdravljenjem v kombinaciji s kemoterapijo, ne smejo prejeti zdravila
KEYTRUDA kot samostojnega zdravljenja za adjuvantno zdravljenje. Ce je aksitinib uporabljen
v kombinaciji s pembrolizumabom, se lahko razmisli o povecanju odmerka aksitiniba nad
zacetnih 5 mg v presledkih Sest tednov ali ve¢.V primeru uporabe v kombinaciji z lenvatinibom
je treba zdravljenje z enim ali obema zdraviloma prekiniti, kot je primerno. Uporabo

lienje imunsko pogojenlh nezelenih ucinkov. Kortikosteroide je mogoce uporabiti tudi
kot premedikacijo, ¢e je pembrolizumab uporabljen v kombinaciji s kemoterapijo, kot
antiemeti¢no profilakso in/ali za ublazitev nezelenih ucinkov, povezanih s kemoterapijo.
Zenske v rodni dobi morajo med zdravljenjem s pembrolizumabom in vsaj $e 4 mesece po
zadnjem odmerku pembrolizumaba uporabljati u¢inkovito kontracepcijo, med nose¢nostjo in
dojenjem se ga ne sme uporabljati. Varnost pembrolizumaba pri samostojnem zdravljenju so
v klini¢nih Studijah ocenili pri 7.631 bolnikih, ki so imeli razli¢ne vrste raka, s stirimi odmerki (2
mg/kg telesne mase na 3 tedne, 200 mg na 3 tedne in 10 mg/kg telesne mase na 2 ali 3 tedne).
V tej populaciji bolnikov je mediani ¢as opazovanja znasal 8,5 meseca (v razponu od 1 dneva
do 39 mesecev), najpogostejsi nezeleni ucinki zdravljenja s pembrolizumabom pa so bili
utrujenost (31 %), diareja (22 %) in navzea (20 %). Vecina poroc¢anih nezelenih ucinkov pri
samostojnem zdravljenju je bila po izrazitosti 1. ali 2. stopnje. Najresnejsi nezeleni ucinki so bili
imunsko pogojeni nezeleni u¢inki in hude z infuzijo povezane reakcije. Pojavnost imunsko
pogojenih nezelenih u¢inkov pri uporabi pembrolizumaba samega za adjuvantno zdravljenje
(n = 1.480) je znasala 36,1 % za vse stopnje in 8,9 % od 3. do 5. stopnje, pri metastatski bolezni
(n =5.375) pa 24,2 % za vse stopnje in 6,4 % od 3. do 5. stopnje. Pri adjuvantnem zdravljenju
niso zaznali nobenih novih imunsko pogojenih nezelenih u¢inkov. Varnost pembrolizumaba
pri kombiniranem zdravljenju s kemoterapijo so ocenili pri 3.123 bolnikih z razli¢nimi vrstami
raka, ki so v klini¢nih $tudijah prejemali pembrolizumab v odmerkih 200 mg, 2 mg/kg telesne
mase ali 10 mg/kg telesne mase na vsake 3 tedne.V tej populaciji bolnikov so bili najpogostejsi
nezeleni ucinki naslednji: anemija (55 %), navzea (54 %), utrujenost (38 %), nevtropenija (36
%), zaprtost (35 %), alopecija (35 %), diareja (34 %), bruhanje (28 %) in zmanjsanje apetita (27
%). Pojavnost nezelenih ucinkov 3. do 5. stopnje je pri bolnikih z NSCLC pri kombiniranem
zdravljenju s pembrolizumabom znasala 67 % in pri zdravljenju samo s kemoterapijo 66 %, pri
bolnikih s HNSCC pri kombiniranem zdravljenju s pembrolizumabom 85 % in pri zdravljenju s
kemoterapijo v kombinaciji s cetuksimabom 84 %, pri bolnikih z rakom poziralnika pri
kombiniranem zdravljenju s pembrolizumabom 86 % in pri zdravljenju samo s kemoterapijo
83 %, pri bolnikih s TNBC pri kombiniranem zdravljenju s pembrolizumabom 80 % in pri
zdravljenju samo s kemoterapijo 77 % in pri bolnicah z rakom materni¢nega vratu pri
kombiniranem zdravljenju s pembrolizumabom 82 % in pri zdravljenju samo s kemoterapijo
75 %. Varnost pembrolizumaba v kombinaciji z aksitinibom ali lenvatinibom pri napredovalem
RCC in v kombinaciji z lenvatinibom pri napredovalem EC so ocenili pri skupno 1.456 bolnikih
z napredovalim RCC ali napredovalim EC, ki so v klini¢nih 3tudijah prejemali 200 mg
pembrolizumaba na 3 tedne skupaj s 5 mg aksitiniba dvakrat na dan ali z 20 mg lenvatiniba
enkrat na dan, kot je bilo ustrezno. V teh populacijah bolnikov so bili najpogostejsi nezeleni
ucinki diareja (58 %), hipertenzija (54 %), hipotiroidizem (46 %), utrujenost (41 %), zmanjsan
apetit (40 %), navzea (40 %), artralgija (30 %), bruhanje (28 %), zmanjsanje telesne mase (28 %),
disfonija (28 %), bolecine v trebuhu (28 %), proteinurija (27 %), sindrom palmarno-plantarne
eritrodizestezije (26 %), izpu3caj (26 %), stomatitis (25 %), zaprtost (25 %), misi¢no-skeletna
bolecina (23 %), glavobol (23 %) in kaselj (21 %). NeZelenih ucinkov od 3. do 5. stopnje je bilo
pri bolnikih zRCC med uporabo pembrolizumaba v kombinaciji z aksitinibom ali lenvatinibom
80 % in med uporabo sunitiniba samega 71 %. Pri bolnicah z EC je bilo neZelenih u¢inkov od 3.
do 5. stopnje med uporabo pembrolizumaba v kombinaciji z lenvatinibom 89 % in med
uporabo kemoterapije same 73 %. Za celoten seznam nezelenih ucinkov, prosimo, glejte
celoten Povzetek glavnih znatilnosti zdravila. Za dodatne informacije o varnosti v primeru
uporabe pembrolizumaba v kombinaciji glejte povzetke glavnih znacilnosti zdravila za
posamezne komponente kombiniranega zdravljenja. Naéin in rezim izdaje zdravila: H -
Predpisovanje in izdaja zdravila je le na recept, zdravilo se uporablja samo v bolnisnicah.
Imetnik dovoljenja za promet z zdravilom: Merck Sharp & Dohme B.V. , Waarderweg 39,
2031 BN Haarlem, Nizozems

Merck Sharp & Dohme inovativna zdravila d.o.o.,

Ameriska ulica 2, 1000 Ljubljana,
’3 MSD tel: +386 1/ 520 42 01, fax: +386 1/ 520 43 50;

Pripravljeno v Sloveniji, 11/2022; SI-KEY-00492  EXP: 11/2024
Samo za strokovno javnost. H - Predpisovanje in izdaja zdravila
je le na recept, zdravilo pa se uporablja samo v bolnisnicah. Pred
predpisovanjem, prosimo, preberite celoten Povzetek glavnih znaéilnosti
zdravila Keytruda, ki je na voljo pri nasih strokovnih sodelavcih ali na
lokalnem sedezu druzbe.
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OKISQALI"  fE™ | RAZLIKA KI STEJE!
ribociklib

ZAVIRALEC CDK4/6, KI
IZBOLJSA AL OHRANJA

ZIVLJENJE (0S > 5 LET)* (in

(zaviralec aromataze
ali fulvestrant) 14

RAZVRSCENOV 72 zdravljenje lokalno napredovalega ali metastatskega HR+ HER2- raka dojk v kombinaciji z zaviralcem aromataze
ali s fulvestrantom, kot zacetno hormonsko zdravljenje ali pri Zenskah, ki so predhodno Ze prejemale hormonsko zdravljenje.

SKRAJSAN POVZETEK GLAVNIH 2ZNACILNOSTI ZDRAVILA KISQALI®

qali200 inatv kolicini, kiustreza 200 iba. Indikacija: Kisqalijevkombinacii i irano za zdravilenje zensk
lol i { dojk, kij odvisen (- iven) i i ja2 (HER2 negativen), insicer kot zacetr je ali pri zenskah, hodno
7 onske zdravllenje Pri Zer opavzo ali i ije treb: dravij i j zagor liberina (LHRH-luteir 1g hormone). O« janje it i be: Zdravijenje
uporabx i ¢ je 600 mg (tri 200-mil ibocil i Gemur sledi 7 dni brez zdravijenja, icil i j i
vati, dokler 0z.do poj: 00 1x/dan
neprekln]enovseh 28dmclklusa FU\Ves‘ram;elrebaodmerjall\nlramusku\amo\ \5 in 29 danc\k\usa na(opa\x/mesec ‘avet 1znaciino: h rim ilaza zavir fulvestrant. liv p -
v i peroralno j i 10b priblizno istem Gasu, najbolie zjutraj. Ta-
Zi isti, itialilomiti. Tablet, i cepos ane, ser Cebo\rvk 7 i ivzeti i -
i isani tiob obicajnem casu. Pril j 7 Ci dnit qali. Obprver
zmanj$anju odmerek zmanjsamo na 400 mg/dan (dve 200- tableti), ob dr S pa na 200 mg/dan (ena 200 mlllgramska tableta). Ce bibilo treba odmerek zmanjSati na manj kot 200 mg/dan, je treba zdravijenje ukiniti Za Dr\DOrOCIIa
o i yjsanje odmerk draviienja k ravila, prot ih znacinosti zdravila
podatkev| & jaglef ihznacinosti & fieni zai fulvestrant oz agonist o Pribolnikih zblagoalizmerno
Pribolnikih s hudo okvaro ledvic (aGFR 15 do <30 ml/min) je Gen zacetni odmerek 200 mg. Okvarajeter: Bolnikom z blago jeter (Child ilagajati. Pribolnikih z zmerno (Child-Pugh razreda B) ali hudo okvaro
|e¢er (Child-F i qali 400 mg 1x/dan. f ¢ Varnostin uéinkovif i il ikit i jkot 18 let, nista bil . Starostniki: Pri bolnikih, ki so stari vec kot 65 let,
10. indikaci & ¢ araside, soj i ZNoSnov. ilai i i i Kriics ¢ i i
ralno boleznjo niso prouceval toksiénost neslikein testovje treba acetkom zdravienja, natov prvin 2 cklusih vsaka 2 tedna, ih 4 ciklusin na zac Kl
natopakotjeki indicir Cepri testoy I i & iS jetrnin \ST/ALT stopr i SCu pri ¢ Gledena
to,kako mocnr‘ izra lja ali zvis i amir sferaz, je morda treb: i dravil i S ali e ukiniti. Pod: la QT: Pred zacetkom i treba posneh EKG Zdravljenje e
mogoce i i jemi la QTcF manjkot 450 ms. EKG je treba pono iblizno 14.dan pr i i & nato pa kot je Kiinicnoindicirano. V primeru, dav &
tervala QTcF,je priporoc i I Ustrezr i & i Kalcila, i i i i & lienja, nato
jekotje kiiniéno indicirano. Kakrs etk draviienja z zdravilom Kisqali. Uporabi zdravila Kisgali b San Tal &anim tveganjem za
podaljSanjeir QTe. To vkljuéui i i Sane gﬂlln rvalaQT, zr jenimali iim sréni i ljucui i SCanje il i isir i bolnike:
z i . isej Casni dravil nan iSajoi /al QT kot: ari i i i kainamid, kinidin i ter drugazdra ila, zakateraje
nano, liSujejoir al QT i 1, halofantrin, in, Ci i itromicin, metadon, i in, bepridil, pimozid inir i
inacii if Ce se zdraviienju zmoé&nim zavi YP3A4 & i, j dravila Kisqali zmanjsati na 400 mg 1x/dan. Glede naizmerjeno podal]samelntervalaQTvcasu zdravljen]ajemordatrebaodmenan]e zdravila
Kisqaliprekiniti, zmanjsati odmerek al Hude ko? kciie: Porocali so 0 poj & (TEN). Ce se pojavijo znakiin simptomi, ki ahko pomenio, da gre iio (na primer
pogosto meh. i, ali lezif ice), je treba lienje takoj prekiniti.Ir ljuc : i i inlahko
vkiucuiejohipoksifo, kaseljin dispnejo. Glede naizrazenost i ¢ i i ¢ i s smrtjo bolnika, bo iporodi nagiinostizdravilamord jan qali preki-
niti, ali i i \ekreat\mna Cev i ianja vredr avkrvi,je priporocenod; i icne izkljuct ledvic. Ol jic: Pri zac 00mg
pribolnikit i lizno 45 % nizja kot pristandardnem zacetr ibolni i jem ledvic. UGir & i & kit
ost ako ¢ ojinlecitin. & 8 Plodnost, Enostin dojenje adetkom zdraviie-
njaje treba preveriti status nosecnosti. Zenskam v rodni dobi je treba svetovati, naj v ¢asu zdravijenja z zdravilom Senaj delponrﬂlﬂm\l dmerk ucinkovito i do. Bolnice, ki jemliejo zdravilo Kisqali, ne
smejo dojiti Se na]mam 21 dm po prejemu zadruega odmerka. Glede na ugotothve Studij pri ZIVa|Ih lahko zdravnlo Klsqall zmamsa plodnostp i Skih. Vipliv Znje it ljanj: j iloir g vplivna
i
Snovi.kilahko zvisai ibocil i Izogibati se je treba st i mocr i YP3A4, itromicina, indinavirja, i lopinavia rtonavira nelfinavirja, sakvina-
viria, ‘asocasno uporaboje dravil S azaviranje CYP3A4, bolnike paje treb: 1 uGinkoy &
ocasno. ' ¢ CYP3A4, jetrebaodmerek i li S A‘Z)Omg 1x/dan. Prlbo\mk\h pri kalenmeodmerekzezmamsannaAOOmg/dan 1etrebaodmerekzman]sal\ na200 mg, prl bolnlklh pnkalerlh]eodmerek
ribocikliba ze S 00 paje treba zdravijenje z zdravilom Kisqali it i X j bo\mke bolnlkov glede
nako\ & & Kijemocan zaviralec. i ilaKi jmanj i & aviral (‘vpsAAe._.
Getk & aviralca CYP3A4. Po zad Sibkil 'mernih zaviralcev CYP3A4 liba ni treba prilagajati, G Zelenih ug Bolnikomje
& jibaj soka, ker & ienost ribociklibu. Snovi, 7 i Soc: ¢ CYP3A4 s dravilu,topa
lahko predstaviia tvegani s dravila trebaso: énih induktoriev CYP3A4, med drugim fenitoina, i jnain sentianzevke (* a506asn0 Uporabo itio
izbiridr dravila, ki ne'i ira oz i ial zai ijo CYP3A4. Ucinka i jaCYP3A4 nai; il ¢ i jaCYP3A4 i do. Saneizposta-
lier ibociklibu, to pa lahko I amanj$o uc i § j pri bolnikih, ki se zdravijo 1 ‘OOmgahZOOmng/dan Snovi, na katerit dravilo Kisgali: Ribociklib je zmeren do
mocan zaviralec CYP3A4, zatc i i dravili i oz.ji lia CYP3A4, kar lat & I lienih zdravil v serumu. Pri so: janju ribocil drugimi i treba
ih znaciinostidh dravilain poi iporod ¢ fanje z zaviralci CYP3A4. Prisoc iz obCutlivimi i CYP3A4, i i ¢ idnost. Pri ,med
drt i il iemam\u sirolimusuin takrolimusu, je vnekaterih pnmenhlrebazmamsa(l njihnovodmerek, sajr laht ¢ temsnovem. i ¢ vodmerku 600
mg skupaj i i CYP3A4: alf . amiodaron, c\sapnd pimozid, kinidin, ergotamin, kvetiapin, |n\a tatin, sir ildenafil, mi intri Priv ikliniéno ustrezr 00
le Sibak zavi Gi ikli YP1A2(<2 kratr AUC).Snovi, 3 i 7 ibocil i I iprenadalcev P-gp, BCRP, OATP1B1/1B3,0CTH,
OCT2,MATE!in BSEP. Prisoé i, ki so obcutlivi salcev inimaj i i i i i inomi je priporoena previdnostin spre-
G dravila, kizvis 2 i & 1nekompar ¢ G ¢ zali
ar o ihaja di del & ) zdravil. P iz Kiinicne $tud
. . enosti . ! . Rt . - N s - . ~
sti (2 1110): okuzbe, i ija, anemija, limfopenija, S: glavobol omoticnost, dispneja, kaselj, navzea, diareja, bruhame obstipacija, slomamls bo\ecnnevvebuhu d\spepsua alopecua |zpusca; prunlus bo\eclnevhrbm utrujenost,
i, astenija, zvisana e Pogosti(>1/100 do<1/10): smkopa inter-
ticiiska pliuct it Sanja, f iC eritem, suha koza, vitiligo, suha usta, orofaringealna bolecina, zvlsanavrednosl kreat\mnavkv isani al QT ksicr
nekroliza (TEN). i ienj il mannumlted V\sla Bu\\dlng Elm %rk Merrion Road, Dublln4 Irska i jar ,Podruznic i, 8 1000
Ljubliana. Nagin/rezimizdaj 0/Spec. jisovani ila. D: e revizije skrajs ih znagilnosti zdravi mber2022.
Zdravilo KISQALI D-M(‘H lestvici za Studijo MONALEESA-7 preje jveci zno Stevilo tock (5 tock).
“Median: icezr iR+/ HER2- rakom dojk, ki ilo Kisqali prvi linji a, isaod5let.
HR#t jk, HER2- rak dojk, | i ja2,0n iival, OS Cc zivetie, ESMO-MCBS, for Medical Oncology Cl cale:
ESMO lestvica obsega klinicne koristi
Literatura: 1.Im SA, Lu YS,Bardia A, insod. C i ibociclit e Therapy in Breast Cancer. N Engl J Med 2019; 381 :307-16. 2. Tripathy D, Im S-A, Colleoni M, in sod. L ival (OS) results from the phase Il MONALEE-
SA-7 trial ofpre- or i factor receptor 2 negative (HR+/Hl cancer (ABC) treated ine therapy (ET) +/- ribociolib lieno na: San Antonio
Breast Cancer i 12. december 2020, 2020; San Antomo Texas. Poster PD2-04. 3. Povzetek glavnih znacilnosti i December 2022.4. Slamon DJ, Neven P, Chia S, in sod. Oy with in Advanced
Breast Canoer N Engl J Med 2020; 382:514-524. 5. ESMO-MCBS, European Society for Medical Onco\ogy Magnitude of Clinical Eenem Scale: ESMO lestvica obsega kiinicne koristi. Izbrano zdravilo ribociklib. Dostopno na: //www.esmo.org/guidelines/
mchs- filter 5_score_cards f -agent]=| 5_score_cards_form[tumour-type]=Breast+ Cancer. Dostopano 19. 5. 2023. 6. Fasching PA, Esteva FJ, Pivot X, in sod. Patient-reported out-
comesin advanced breast cancer treated w\th nbo(:lcllb + fu\vestranl results from MONALEESA-3. Predstaviieno na: European Society for Medical Oncology Congress; 19-23. oktober 2020, Miinchen, Nem¢ija. 7. Harbeck N, Vazquaz RV, Franke F, in sod.
Ribociclib+ tamoxifen or a non-steroi positive, HER2-negative advanced breast cancer: MONALEESA-7 patient-reported European Society for Medical
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SPONZORJI

25

LET

klinicnih
raziskay
v Sloveniji

V 25 letih smo sponzorirali ali podprli
57 intervencijskih klinicnih raziskav,
ki so gonilo razvoja in napredka

v medicini, in s tem je vecC kot

780 bolnikov dobilo moznost
inovativnega zdravljenja.
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